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1 Einleitung 1  
1 Einleitung 
Im Fokus der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit standen die schwersten Formen uro-rektaler Fehlbildungen, der Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex (BEEK) und anorektale Malformationen (ARM). Es werden in Deutschland jährlich etwa 280 Patienten (Inzidenz 1 : 2.500) mit diesen Fehlbildungen geboren (International Clearinghouse for Birth Defects Monitoring Systems, 1987; Jenetzky, 2007). Es wird vermutet, dass sowohl genetische Faktoren als auch Umweltfaktoren beitragen (Wijers et al., 2010; Reutter et al., 2011). Im folgenden Kapitel werden zunächst die untersuchten Phänotypen (Kapitel 1.1) vorgestellt. Daran anschließend wird die systematische Identifizierung von krankheitsrelevanten Genen und Regionen dargelegt (Kapitel 1.2) und abschließend auf das Netzwerk für kongenitale uro-rektale Fehlbildungen (CURE-Net) eingegangen (Kapitel 1.3).  
1.1 Untersuchte uro-rektale Fehlbildungen Einleitend werden Krankheitsbild, Embryologie, Epidemiologie und Genetik der untersuchten uro-rektalen Fehlbildungen vorgestellt (BEEK: Kapitel 1.1.1, ARM: Kapitel 1.1.2).  
1.1.1 Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex (BEEK) Klinisch lässt sich der BEEK hinsichtlich seines Schweregrades in drei verschiedene Subtypen unterteilen: Epispadie (E), klassische Blasenekstrophie (KBE) und Kloakenekstrophie (KE) (Gearhart, 2002; Ebert et al., 2009).  
1.1.1.1 Isolierte Epispadie (E) Die E stellt die leichteste Form des BEEK dar und resultiert bei beiden Geschlechtern aus einer Entwicklungshemmung. Es kommt zu einem unvollständigen Verschluss der urethralen Platte mit dorsal offen liegender Urethra. Entsprechend der Lokalisation des Meatus reicht das Spektrum der E beim Mann von einer rein glandulären, über eine penile bis hin zur vollständigen E mit freiliegender, dorsaler Urethrarinne (s. Abb. 1A). 
2 1 Einleitung  
A 
 
B 
 
Abb. 1: Männliches (A) und weibliches (B) Neugeborenes mit Epispadie (Ebert et al., 2009)  Bei der Frau manifestiert sich eine variabel gespaltene Harnröhre (Abb. 1B) und die resultierende E kann in drei Grade unterteilt werden (Gearhart, 2002): (1) milde E mit einer klaffenden Urethramündung, (2) mittel-schwere E mit einer Spalte, die die gesamte Harnröhre und den Blasenhals einbezieht oder (3) eine E mit zusätzlichem Prolaps der Harnblasenmukosa. Die Bauchwand, einschließlich des Nabels, sowie die rektale Anatomie sind hingegen normal entwickelt. Bei beiden Geschlechtern kann eine Symphysenlücke (Diastase) vorliegen. In den meisten distalen E wird kein unfreiwilliger Harnverlust beobachtet, während bei einer vollständigen E in beiden Geschlechtern ein permanenter Urinverlust vorliegt. Aufgrund der teilweise geringen klinischen Symptome wird vor allem bei Mädchen eine distale E bei der Geburt häufig übersehen. Auch bei den proximalen schweren Formen der E erfolgt die Diagnose oftmals erst im Schulalter aufgrund der persistierenden und anderweitig nicht zu erklärenden Harninkontinenz.  
1.1.1.2 Klassische Blasenekstrophie (KBE) Eine Spaltbildung individueller Größe im Bereich des Unterbauchs kennzeichnet, neben einer vollständigen E, die KBE. Die sichtbare Blasenmukosa erscheint bei der Geburt rötlich und Mukosapolypen können auf der Oberfläche zu sehen sein. Ein verzögerter operativer Verschluss kann zu weiteren entzündlichen oder mechanischen Veränderungen der Schleimhaut, wie ein weißlicher Belag, Ulzerationen oder Hyperplasien, führen. Unterhalb des niedrig gelegenen Bauchnabels können oftmals Rektusdiastasen sowie kleine Hernien ertastet werden. Das Schambein kann auf beiden 
1 Einleitung 3  Seiten der extrophischen Blase ertastet werden und bilaterale Leistenbrüche liegen bei den meisten Patienten beider Geschlechter vor. Bei männlichen Neugeborenen bedeckt eine frei liegende Blasenplatte den dorsalen Penis. Beide Schwellkörper befinden sich unterhalb der Urethralplatte. Beim männlichen Geschlecht erkennt man bei genauer Untersuchung den Colliculus seminalis und die Ducti ejaculatorii als winzige Öffnungen im Bereich der pars prostatica. Der Penis erscheint kürzer und dorsal gekrümmt (s. Abb. 2A). Die normal ausgeprägten Hoden befinden sich i. d. R. im Hodensack, können aber auch im Leistenkanal liegen.  
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Abb. 2: Männliches (A) und weibliches (B) Neugeborenes mit klassischer Blasenekstrophie (Ebert et al., 2009)  Bei weiblichen Neugeborenen liegt eine gespaltene Klitoris mit offener Harnröhren-Platte (s. Abb. 2B) vor. Die vaginale Öffnung erscheint schmaler und der Anus ist oft perineal anteponiert.  
1.1.1.3 Kloakenekstrophie (KE) Bei der schwersten Form des BEEK, der Kloakenekstrophie (KE), sind mehrere wichtige Organsysteme betroffen. Neben einer KBE liegen zudem eine Omphalozele, eine hohe Form der Analatresie sowie Wirbelsäulendefekte vor. Aufgrund der betroffenen Organsysteme wird die KE ausgehend vom angelsächsischen Sprachraum auch mit dem Akronym "OEIS-Complex" (Omphalocele, Exstrophy, Imperforate anus, Spinal defects) bezeichnet (Carey et al., 1978). Des Weiteren können u. a. eine Kyphoskoliose (Greene et al., 1991), Klumpfüße (Meglin et al., 1990; Greene et al., 1991; Keppler-Noreuil, 2001) und weitere Fehlbildungen des Herzens, des Magendarmtraktes und des ZNS (Hesser et al., 1984; Meglin et al., 1990; Haldar et al., 1994; Källén et al., 2000; Keppler-Noreuil, 
4 1 Einleitung  2001; Keppler-Noreuil et al., 2007) auftreten (Ludwig et al., 2005). Üblicherweise endet bei der KE der verkürzte Enddarm zwischen den beiden extrophierten Hemiblasen. Die Öffnung des terminalen Ileums ist am inversen Caecum lokalisiert.  
 
Abb. 3: Männliches Neugeborene mit Kloakenekstrophie (Ebert et al., 2009)  Die Symphyse liegt weit auseinander und im Gegensatz zur KBE ist das Becken oft asymmetrisch. Der Penis oder die Klitoris können in zwei Hälften gespalten auf beiden Seiten der Blasenplatte vorliegen (s. Abb. 3).  
1.1.1.4 Embryologie des BEEK Die Ausprägung des BEEK beginnt in der vierten Schwangerschaftswoche, wenn mesenchymale Zellen nicht angemessen zwischen Ektoderm des Bauches und Kloake wandern. Das mangelhafte Einwandern dieser Zellen führt zu einem Defizit an Bauchdeckenmuskulatur, Faszie und Haut über der vorderen Bauchwand. Derzeit existieren drei verschiedene Erklärungsansätze hinsichtlich der embryologischen Entwicklungsprozesse, die zur Ausbildung des BEEK führen können: (i) eine vorzeitige Ruptur der Kloakenmembran (Muecke, 1964), (ii) eine mechanische Obstruktion der mesodermalen Migration (Männer & Kluth, 2005) oder (iii) reduzierte Zellpopulation im Mesenchym in Folge eines abnormalen Zelltods (Wei & Sulik, 1993; Vermeij-Keers et al., 1996). Eine Störung des mesodermalen Bauchwandgewebes und/oder der Kloakenmembran wird von vielen Autoren als Hauptgrund für die Entstehung des BEEK postuliert (Ludwig et al., 2009a). Neben einer Kombination der oben genannten Hypothesen (Stec, 2011) könnten der Zeitpunkt und die Lokalisation einer Ruptur der 
1 Einleitung 5  Kloakenmembran über den Schweregrad des resultierenden BEEK von Bedeutung sein (Martínez-Frías et al., 2001).  
1.1.1.5 Epidemiologie des BEEK Die kombinierte Geburtenprävalenz für das gesamte BEEK-Spektrum wird auf maximal 1 von 10.000 Neugeborenen geschätzt (Ludwig et al., 2009a). Die Geburtsprävalenzen für die unterschiedlichen Subtypen des BEEK wurden mit 2,4 für E (International Clearinghouse for Birth Defects Monitoring Systems, 1987), 2,07 bis 2,67 für KBE (Wiesel et al., 2005; Siffel et al., 2011) und 0,25 bis 0,76 für KE (Tank & Lindenauer, 1970; Feldkamp et al., 2011) je 100.000 Geburten (inklusive Schwangerschaftsabbrüchen) geschätzt. Insgesamt sind Männer im Verhältnis 1,5 : 1 bis 6,0 : 1 häufiger betroffen als Frauen (Bennett, 1973; Ives et al., 1980; International Clearinghouse for Birth Defects Monitoring Systems, 1987; Boyadjiev et al., 2004). Bisher gibt es nur wenige Studien, in denen umweltbedingte Risikofaktoren zum BEEK (Ives et al., 1980; Boyadjiev et al., 2004; Gambhir et al., 2008; Reutter et al., 2011) untersucht wurden, ohne dass ein bestimmter Risikofaktor eindeutig mit dem BEEK assoziiert werden konnte (Ludwig et al., 2009a; Siffel et al., 2011). Als Risikofaktoren wurden das männliche Geschlecht, die ethnische Herkunft, ein erhöhtes parentales Alter (Boyadjiev et al., 2004), eine vermehrte Parität (Byron-Scott et al., 1998) sowie assistierte Reproduktionsverfahren (Shanske et al., 2003; Wood et al., 2003, 2007; Yokoyama et al., 2007; Zwink et al., 2012a) beschrieben. In frühen Fallberichten wurden vereinzelt Infektionen (Wood, 1869; Jordan et al., 1968) sowie Drogen- oder Alkoholkonsum (Pinette et al., 1996; Robin et al., 1996) mit dem Auftreten des BEEK assoziiert. Einige wenige Beobachtungen führen die Ätiologie des BEEK auf die Einwirkung von Medikamenten während der Schwangerschaft, wie Diazepam, Diphenylhydantoin, Grippeschutzimpfungen, Heparin, Misoprostol, Mysoline, Phenobarbital oder Valproinsäure zurück (Carey et al., 1978; Lizcano-Gil et al., 1995; Orioli & Castilla, 2000; Keppler-Noreuil, 2001; Wakefield et al., 2002; Keppler-Noreuil et al., 2007). Die Ausprägung des Schweregrades scheint mit maternalem Nikotinkonsum und mit der Exposition gegenüber medizinischer Strahlung in der Frühschwangerschaft assoziiert zu sein (Gambhir et al., 2008; Reutter et al., 2011). Im Sinne eines protektiven Faktors gibt 
6 1 Einleitung  es Hinweise auf den schützenden Einfluß einer perikonzeptionellen Folsäure-Supplementation für die Entwicklung einer KE (Reutter et al., 2011).  
1.1.1.6 Genetik des BEEK In diesem Kapitel werden bisherige Befunde zur Genetik der BEEK zusammengefasst. Zunächst werden Studien zu Familienberichten (Kapitel 1.1.1.6.1) und zu Wiederholungsrisiken (Kapitel 1.1.1.6.2) vorgestellt, um dann kurz auf Chromosomenaberrationen (Kapitel 1.1.1.6.3) und abschließend auf Kandidatengenanalysen (Kapitel 1.1.1.6.4) einzugehen.  1.1.1.6.1 Familienberichte In der medizinischen Fachliteratur wurde bisher über 30 Familien mit mehr als einer betroffenen Person (sog. Multiplex-Familien) berichtet (Ludwig et al., 2009a). In 27 dieser Familien wurden jeweils zwei betroffene, in drei Familien jeweils drei betroffene Personen beschrieben. Dabei legt das familiär gehäufte Auftreten die Vermutung nahe, dass genetische Faktoren eine wichtige Rolle in der Entstehung des BEEK spielen, auch wenn die Vererbung offensichtlich keinem einheitlichen Mendelschen Erbgang folgt (Reutter et al., 2003, 2007; Ludwig et al., 2005, 2009b).  1.1.1.6.2 Wiederholungsrisiko Erste Studien geben das Wiederholungsrisiko für nicht betroffene Eltern für ein zweites Kind mit BEEK mit etwa 1 % an (Ives et al., 1980). Spätere Berichte gehen von einem geringeren Wiederholungsrisiko aus (Boyadjiev et al., 2004). In der bisher größten Untersuchung zum Wiederholungsrisiko des BEEK bei 2.500 Familien in Nordamerika wurde das Geschwisterwiederholungsrisiko für die KBE mit 0,3 % (1 zu 275), entsprechend einem λs von etwa 100 (1 : 275 / 1 : 30.000), angegeben (Shapiro et al., 1984; Risch, 2001). Des Weiteren wurde ein Wiederholungsrisiko für Nachkommen von Betroffenen mit einer E oder KBE von 1,4 % (1 zu 70), entsprechend einem λo von 400 - 500 (1 : 70 / 1 : 30.000 - 1 : 60.000), ermittelt (Shapiro et al., 1984). Bei den Betroffenen, die selbst wiederum betroffene Kinder hatten, handelte es sich ausschließlich um Frauen. Dies könnte auf einen möglichen "Carter-Effekt" hinweisen (Carter, 1976), da Frauen seltener vom BEEK betroffen sind. 
1 Einleitung 7   1.1.1.6.3 Chromosomenaberrationen Bei 23 BEEK-Patienten wurden bisher Chromosomenaberrationen berichtet. Fünfmal waren die Gonosomen betroffen, weitere fünf Patienten sind in der Literatur mit Trisomie 21 und ein Patient mit Trisomie 18 beschrieben (s. Tab. 1). 
Tab. 1: Vorbeschriebene numerische Chromosomenaberrationen bei BEEK-Patienten 
Karyotyp BEEK Literatur 47,XXY E (Raboch, 1975) 47,XYY KBE (Boyadjiev et al., 2004) 47,XXX KE (Lin et al., 1993; Husmann & Vandersteen, 1999) 45,X/46,XX (Mosaik) KE (Husmann & Vandersteen, 1999) 45,X KE (Wladimiroff et al., 1983) 47,XY,+21 KBE (Reutter et al., 2006b, 2009; Ebert et al., 2008)  47,XX,+21 KBE (Reutter et al., 2009) 47,XX,+21 KE (Husmann & Vandersteen, 1999) Trisomie 18 (keine Geschlechtsangabe) KE (Carey et al., 1978) 
E: Epispadie; KBE: klassische Blasenekstrophie; KE: Kloakenekstrophie  Strukturelle Defekte wurden bei weiteren sieben Patienten (s. Tab. 2), davon sechs Deletionen und eine Duplikation, berichtet. Des Weiteren wurden zwei balancierte und eine unbalancierte Translokation mit resultierender Deletion auf Chromosom 9 (9q34.1-qter) sowie ein Mosaik aus tetra- und diploiden Zellen mit zusätzlicher Translokation der Chromosomen 1;6(p32;q13) im anteilig diploiden Chromosomensatz berichtet. 
Tab. 2: Vorbeschriebene strukturelle Defekte bei BEEK-Patienten 
Karyotyp BEEK Literatur 46,XY,del(3)(q12.2q13.2) KE (Kosaki et al., 2005) 46,XX,del(1)(p36) KE (El-Hattab et al., 2010) 46,XY,del(4)(p?-p?) BE (Nicholls & Duffy, 1998) 46,XX,del(4)(p-) KBE (Battaglia et al., 1999) 46,XX,del(1)(q41) KE (Rotmensch et al., 1991) 46,XY del(1)(q43q44) KBE (Zaki et al., 2012) 47,XY,dup(9)(p+) E (Chipail et al., 1976) 46,XY,t(8;9)(p11.2;q13) KBE (Boyadjiev et al., 2005) 46,XY,t(2;9)(q13;q32) KBE (Ludwig et al., 2005) 46,X,der(Y)t(Y;9)(q11.23;q34.1)-del(Y)(q11.2),der(9)t(Y;9) KE (Thauvin-Robinet et al., 2004) tetraploid/diploid/t(1;6)* KE (Leonard & Tomkins, 2002) 
E: Epispadie; KBE: klassische Blasenekstrophie; KE: Kloakenekstrophie; *: Fibroblasten: 16% (3 Zellen) 92,XXXX; 73% (14 Zellen) 46,XX; 11% (2 Zellen) 46,XX,t(1;6)(p32;q13) 
8 1 Einleitung  1.1.1.6.4 Kandidatengenanalysen In der Literatur wurden bisher nur einige wenige Kandidatengene mit dem BEEK in Verbindung gebracht und zum Teil in kleinen Kohorten überprüft. Die entsprechenden Kandidatengene wurden ausgewählt, da zu diesen bereits Assoziationen zu anderen Mittelliniendefekten berichtet wurden, deren Knockout im murinen Tiermodell den BEEK phänotypisch widerspiegelt, oder deren embryologische Funktion eine Rolle in der Entstehung des BEEK vermuten lässt. Weitere Gene wurden durch die Lokalisation in Kopplungsregionen vorgeschlagen. Für keines dieser Kandidatengene konnte bisher eine ursächliche Rolle bei der Entstehung des BEEK nachgewiesen werden. Gänzlich ausgeschlossen kann ein ursächlicher Beitrag aber auch nicht, da jeweils nur wenige Patienten untersucht wurden.  Für drei bekannte syndromale Krankheitsbilder wurden in Einzelfällen bei Patienten mit einer zusätzlich vorhandenen Form des BEEK, in dem jeweils verantwortlichen MYH9-, 
PORCN- bzw. UPB1-Gen (myosin, heavy chain 9, non-muscle; porcupine homolog [Drosophila]; ureidopropionase, beta) verschiedene pathogene Mutationen gefunden. Bisher gibt es aber keine funktionellen oder genetischen Daten die dafür sprechen, dass diese Gene auch eine Rolle bei der Entstehung des nicht-syndromalen BEEK spielen (Utsch et al., 2006; Yaplito-Lee et al., 2008; Harmsen et al., 2009; Alkindi et al., 2012). Im Folgenden wird ein kurzer Überblick über die bisher erfolgten Kandidatengenuntersuchungen gegeben. 
MTHFR (methylenetetrahydrofolate reductase) Als Risikofaktoren für angeborene Dysraphien gelten eine zu geringe perikonzeptionelle Folsäureaufnahme sowie eine mangelhafte Verstoffwechselung der aufgenommenen Folsäure (Botto et al., 2002). Die Methylenetetrahydrofolatreduktase (MTHFR) ist ein Enzym, das im Folsäuremetabolismus des menschlichen Körpers eine wichtige Rolle spielt (van der Put et al., 1995). Bei der MTHFR-Defizienz, die auf einem funktionellen Polymorphismus c.677C>T (Ala222Val) im MTHFR-Gen beruht, handelt es sich um den Aktivitätsverlust einer thermolabilen Enzym-Variante (Frosst et al., 1995). Verschiedene Assoziationsstudien deuteten darauf hin, dass dieser Funktionsverlust einen Risikofaktor für die Entstehung von Mittelliniendefekten darstellt (van der Put et al., 1995; Botto & Yang, 2000). Aus diesem Grund wurde eine familienbasierte Assoziationsstudie bei 68 Eltern-Kind-Trios und 23 Mutter-Kind-Paaren aus Deutschland, Österreich und Spanien durchgeführt. Im Ergebnis zeigte sich aber kein 
1 Einleitung 9  signifikant erhöhtes Risiko für die Entstehung des BEEK bei reduzierter Funktion des Enzyms MTHFR (Reutter et al., 2006a, 2006b). Hingegen zeigte eine aktuelle Studie, dass eine ausreichende perikonzeptionelle Folsäure-Supplementierung das Risiko für die Ausbildung einer schweren Form des BEEK senkt (Reutter et al., 2011). 
MNX1 (motor neuron and pancreas homeobox 1) Mutationen im Gen MNX1 führen zum Currarino Syndrom (Sakrale Agenesie, präsakrale Masse und ARM), einem dem BEEK verwandten Fehlbildungskomplex (Ross et al., 1998). Die Untersuchung von fünf KBE/KE-Patienten konnte aber keine Mutation nachweisen (Boyadjiev et al., 2004). 
FGF10 (fibroblast growth factor 10) Zu den phänotypischen Knockout-Modellen, die den BEEK widerspiegeln, gehört auch das murine Knockout-Modell Fgf10(-/-), das mit ARM und einer nach ventral unverschlossener Urethra einhergeht (Fairbanks et al., 2004; Yucel et al., 2004) (Fairbanks et al., 2004; Yucel et al., 2004). Das gemeinsame Auftreten beider Fehlbildungen erinnert an eine KE. Daher wurde FGF10 als Kandidatengen für ARM und/oder KE mittels Sanger-Sequenzierung bei je zehn Patienten analysiert, ohne dabei eine ursächliche Mutation zu identifizieren (Krüger et al., 2008a). 
TP63 (tumor protein p63) In der frühen embryonalen Formation des Uro-Rektums spielt p63 eine wichtige Rolle und die Knockout-Maus spiegelt in weiten Teilen eine KE beim Menschen wider (Ince et al., 2002). In einem weiteren murinen Knockout-Modell der Isoform ΔNp63(-/-) konnte das charakteristische Bild einer KBE komplett nachgestellt werden (Cheng et al., 2006). Angesichts dieser Beobachtung ist TP63 ein hervorragendes Kandidatengen. Die von Ching et al. (2010) durchgeführte Untersuchung der kodierenden Regionen bei 37 BEEK-Patienten konnte zunächst keine Mutation nachweisen (Ching et al., 2010). Die später von Wilkins et al. (2012) durchgeführte Assoziationsstudie und Untersuchung des Promotorbereichs konnten dann aber eine signifikante Risikoerhöhung durch einen Insertion-/Deletions-Polymorphismus im Promotor von ΔNp63 nachweisen, der mit einer 18-fach höheren Wahrscheinlichkeit bei den Anlageträgern einhergeht (Wilkins et al., 2012). 
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SF-1, SET und CNTNAP3 (9q) Thauvin-Robinet et al. berichteten 2004 den Fall eines männlichen Neugeborenen mit KE und terminaler Deletion des chromosomalen Bereichs 9q34.1-qter. Als Kandidatengene wurden die betroffenen Gene SF-1 (steroidogenic factor 1) und SET (SET nuclear oncogene) identifiziert, ohne dass eine pathogene Mutation detektiert werden konnte (Thauvin-Robinet et al., 2004; Reutter et al., 2006c). Außerdem wurde bei einem KBE-Patienten (s. Tab. 2) mit reziproker Translokation (46,XY,t(8;9)(p11.2; q13) der Bruchpunkt innerhalb des CNTNAP3-Gens (contactin associated protein-like 3) auf Chromosom 9q13 eingegrenzt (Boyadjiev et al., 2005). Auch hier konnte kein kausaler Zusammenhang zwischen dem Gen und KBE hergestellt werden. 
Chromosomale Regionen auf 4q31.21-22 und 19q13.31-41 Aufgrund der Seltenheit geeigneter Multiplex-Familien ist die Durchführung klassischer Kopplungsanalysen schwierig. 2009 wurde erstmals eine Kopplungsanalyse in einer deutschen und einer spanischen Familie mit jeweils zwei betroffenen Familienangehörigen mit KBE durchgeführt (Ludwig et al., 2009b). Eine weitere Kopplungsanalyse in einer iranischen Familie wurde ein Jahr später publiziert (Reutter et al., 2010). Dabei zeigten sich familienübergreifend für die spanische und die iranische Familie zwei überlappende Kopplungsregionen auf den Chromosomen 4q31.21-22 und 19q13.31-41 (Reutter et al., 2010). In der Kopplungsregion auf Chromosom 4 kartiert 
FREM3 (FRAS1 related extracellular matrix 3) ein Kandidatengen, das mit FRAS1 (Fraser syndrome 1) und FREM2 (FRAS1 related extracellular matrix protein 2) verwandt ist. FRAS1 und FREM2 sind mit dem Fraser-Syndrom assoziiert, einem komplexen Fehlbildungssyndrom, bei dem auch urogenitale Fehlbildungen beobachtet werden (McGregor et al., 2003; Jadeja et al., 2005). In der überlappenden Kopplungsregion auf Chromosom 19 liegt der Serine Protease Kluster bestehend aus 15 Genen der Kallikrein-Familie. Die dazugehörenden Gene KLK9 (kallikrein-related peptidase 9) und KLK14 (kallikrein-related peptidase 14) werden embryonal exprimiert (Shaw & Diamandis, 2007) und wurden wie auch FREM3 als Kandidatengen bei den Betroffenen der spanischen und der iranischen Familie sequenziert, ohne dass aber krankheitsverursachende Mutationen nachgewiesen werden konnten (Reutter et al., 2010).  
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1.1.2 Anorektale Malformationen (ARM) ARM sind Entwicklungsdefekte des Enddarms im Stadium der primitiven Kloake und treten gehäuft mit einer Fistel zum Urogenitaltrakt oder einer Verlagerung der Analöffnung (s. Abb. 4) auf. ARM können wie andere Fehlbildungen isoliert oder in Kombination mit weiteren Fehlbildungen (syndromale Formen) auftreten (Cho et al. 2001) und gehen häufig zeitlebens mit Einschränkungen in der Lebensqualität, vor allem im Bereich der psychosexuellen Entwicklung, einher (Grano et al., 2011). Zusätzliche Malformationen, wie bei der hier untersuchten VATER/VACTERL-Assoziation (Kapitel 1.1.2.1) oder dem Prune-Belly-Syndrom (PBS; Kapitel 1.1.2.2), weisen 20 bis 70 % der ARM-Patienten auf (Hasse, 1976; Boocock & Donnai, 1987; Hassink et al., 1996; Endo et al., 1999; Martínez-Frías et al., 2000; Cho et al., 2001; Cuschieri, 2001, 2002; Mittal et al., 2004; Stoll et al., 2007). Die häufigsten assoziierten Anomalien betreffen den Urogenitaltrakt, das zentrale Nervensystem, das Skelett (Gliedmaßen und Wirbelsäule), das kardiovaskuläre System sowie den Gastrointestinaltrakt (Spouge & Baird, 1986; Cuschieri, 2002). Sowohl genetische als auch Umweltfaktoren könnten zur multifaktoriellen Ätiologie von ARM beitragen (Wijers et al., 2010). In der Literatur werden eine Vielzahl unterschiedlicher Klassifikationen zur Einteilung von ARM beschrieben (Wangensteen & Rice, 1930; Ladd & Gross, 1934; Santulli et al., 1965; Stephens & Smith, 1971; Peña, 2004; Holschneider et al., 2005). Bis 2005 hatte die Wingspread-Klassifikation (Stepgens 1986) größere Akzeptanz erfahren, die hinsichtlich der Lokalisation des Analkanales in Beziehung zum Musculus levator zwischen hohen, intermediären und tiefen Fehlbildungen unterscheidet (Stephens & Smith, 1971; Rich et al., 1988; Stephens, 1988; Cook, 1990; Chen, 1999; Endo et al., 1999; Mittal et al., 2004). In der Literatur werden von den aufgeführten Autoren Angaben hinsichtlich der relativen Häufigkeit wie folgt gemacht: 
• hoch (High): 20 - 52% 
• intermediär (Inter): 11 - 54% 
• tief (Low): 18 - 57%  Abb. 4 illustriert die Krickenbeck-Klassifikation. Dabei handelt es sich um die heute anerkannteste Klassifikation (Holschneider et al., 2005), die eine Einteilung vornimmt 
12 1 Einleitung  nach: perineale (kutane) Fistel, rekto-urethrale Fistel, prostatisch, bulbär, recto-vesikale Fistel (Blasenhals), vestibuläre Fistel, Kloake (ARM mit rektokloakaler Fistel, Länge des gemeinsamen Kanals a) nicht näher bezeichnet, b) länger als 3 cm, c) kürzer als 3 cm), Analatresie ohne Fistel, Analstenose und sonstige Varianten.  A 
 
B 
 
C 
 D  E  F  
Abb. 4: Formen der isolierten anorektalen Malformation 
A: Analatresie mit recto-prostatischer Fistel; B: Analatresie mit recto-bulbärer Fistel; C: Analatresie mit recto-perinealer Fistel beim Mann; D: kloakale Fehlbildung; E: Analatresie mit recto-vaginaler Fistel; F: Analatresie mit recto-perinealer Fistel bei der Frau (Verwendung der Bilder mit freundlicher Genehmigung von Alberto Peña).  
1.1.2.1 VATER/VACTERL-Assoziation Das Akronym VATER steht für angeborene Defekte der Wirbelsäule (vertebral), ARM (Analatresie), tracheoösophageale Fistel mit Ösophagusatresie (TE) und Radiusdysplasie und wurde erstmals 1973 beschrieben (Quan & Smith, 1973). Ein Jahr später wurde das Akronym zu VACTERL erweitert, da Fehlbildungen des Herzens (cardial), der Nieren (renal) und Gliedmaßen (limbs) hinzu kamen. Das R stand nun nicht mehr für radiale sondern für renale Fehlbildungen (Temtamy & Miller, 1974). Daher wird heute oft die Kombination VATER/VACTERL-Assoziation verwendet. Schätzungen zur Geburtenprävalenz reichen von 1 - 9 : 100.000 (Czeizel & Ludányi, 1985, 1985; Botto et al., 1997). Es wurde vorgeschlagen, die VATER/VACTERL-Assoziation in eine obere (mit Herz-Fehlbildungen) und eine untere Gruppe (mit Nieren-Fehlbildungen) zu unterteilen (Källén et al., 2001). Für die klinische Diagnose ist der Nachweis von mindestens drei der genannten Kardinalfehlbildungen erforderlich. In der Mehrzahl der Fälle tritt die VATER/VACTERL-Assoziation sporadisch auf. Gelegentlich haben Geschwister oder Eltern von Patienten eine einzelne Fehlbildung.  
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1.1.2.2 Prune-Belly-Syndrom (PBS) Eine mangelhaft ausgebildete Abdominalmuskulatur, Malformationen des Harntrakts sowie ein bilateraler Kryptorchismus bei männlichen Patienten charakterisieren das Prune-Belly-Syndrom (PBS) (Burbige et al., 1987; Greskovich & Nyberg, 1988; Caldamone & Woodard, 2011). Dieses seltene kongenitale Syndrom wurde erstmalig 1895 von Parker beschrieben. Der Name leitet sich von der schlaffen Bauchhaut ab (s. Abb. 5), die wie eine getrocknete Pflaume („prune belly“) aussieht (Parker, 1895). In der Literatur wird das PBS auch als Eagle-Barret-Syndrom oder Triad-Syndrom beschrieben (Eagle & Barrett, 1950; Nunn & Stephens, 1961).  
 
Abb. 5: Klassisches Erscheinungsbild des Abdomens bei einem neugeborenen Jungen mit PBS (Hassett et al., 
2012)  In den meisten Fällen handelt es sich um Jungen, nur in 3 - 5 % wird von betroffenen Mädchen berichtet (Rabinowitz & Schillinger, 1977). Bei Mädchen ist das PBS aufgrund der höheren Inzidenz einer kompletten Urethraatresie schwerer (Rabinowitz & Schillinger, 1977; Aaronson & Cremin, 1979; Lubinsky & Rapoport, 1983; Reinberg et al., 1991). Das PBS tritt zudem gehäuft unter dunkelhäutigen Menschen auf (Druschel, 1995; Salihu et al., 2003; Routh et al., 2010). 
14 1 Einleitung  Die Ursachen des PBS sind unklar. Neben einer angeborenen Obstruktion des unteren Harntraktes, bedingt durch eine Atresie der Harnröhre oder Harnröhrenklappen mit Aufstau in die oberen Harnwege (Loder et al., 1992), wird auch ein Defekt in der Migration des lateralen Mesoderms zwischen der sechsten und siebten Schwangerschaftswoche (Pagon et al., 1979; Terada et al., 1994) in die Bauchwand (Burbige et al., 1987; Shaw et al., 1990; Terada et al., 1994) als ursächlich diskutiert. Zum PBS könnten aber auch beide Mechanismen gleichzeitig beitragen (Sutherland et al., 1995). Das PBS wurde 1978 nach klinischen Gesichtspunkten von Woodard (1978) in drei Kategorien klassifiziert (s. Tab. 3). 20 % der Kinder mit PBS fallen in die Kategorie 1. Die schwere pränatale Nierenfunktionsstörung und Lungenhypoplasie resultieren in einer nahezu 100 %-igen Mortalität. Kategorie-2-Patienten haben die klassischen Merkmale des PBS. Die Prognose hängt auch hier vom Grad der Nierendysplasie und der konsekutiven pränatalen Lungenhypoplasie ab. (Routh et al., 2010). PBS-Patienten der Kategorie 3 haben milde phänotypische Merkmale sowie eine normale Nierenfunktion (Caldamone & Woodard, 2012). 
Tab. 3: PBS-Klassifizierung nach (Woodard, 1978) 
Kategorie 1 (20 %) Kategorie 2 (40 %) Kategorie 3 (40 %) Lungenhypoplasie und/oder Pneumothorax  Oligohydramnie Renale Dysplasie Harnröhrenobstruktion persisiterender Urachus Klumpfuß 
Typische äußere Merkmale Hydroureteronephrosis Uropathie Renale Dysplasie Risiko für Urosepsis Risiko für Azotämie 
Äußere Merkmale mild oder unvollständig Normale Nierenfunktion Milder Grad einer Uropathie  
 Der anfängliche postnatale Verlauf von PBS-Säuglingen wird durch ihre Komorbiditäten bestimmt: 75 % der geborenen Kinder mit PBS weisen koexistierende Begleiterkrankungen auf (Wright et al., 1986; Green et al., 1993). Die perinatale Mortalität für PBS wird zwischen 10 % und 25 % angegeben und hängt vom Grad der pulmonalen Hypoplasie oder der Frühgeburtlichkeit ab (Hassett et al., 2012). Sowohl genetische als auch umweltbedingte Risikofaktoren, wie z. B. assistierte Reproduktionstechniken, werden derzeit als ursächlich in der Entstehung des PBS diskutiert (Routh et al., 2010; Caldamone & Woodard, 2011; Tonni et al., 2012).  
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1.1.2.3 Embryologie der ARM In der normalen Embryologie des Enddarms ist der Bereich der späteren Afteröffnung bereits in einer frühen Embryonalphase gebildet und stellt einen Fixpunkt in der Kloaken- und Enddarmentwicklung dar (Kluth, 2010). ARM bilden sich zwischen der vierten und achten Schwangerschaftswoche aus. Heutzutage nimmt man an, dass ein fehlerhaftes Einsprossen des urorektalen Septums in die Kloake verantwortlich für die Bildung von ARM ist (van der Putte, 1986). Bei mit Ethylenthioharnstoff behandelten Ratten konnte ein Ausfall der Fusion des urorektalen Septums mit der Kloakenmembran als unmittelbarer Grund für rektourethrale Fisteln oder einer persistierende Kloake nachgewiesen werden (Bai et al., 2004). Daraus schlussfolgern die Autoren, dass eine Fehlentwicklung der Kloakenstruktur und des urorektalen Septums wahrscheinlich für die Bildung von ARM verantwortlich sind. Die Untersuchungen an Tiermodellen (van der Putte, 1986; Bai et al., 2004; Zhang et al., 2009c; Kluth, 2010) sowie histomorphologische Untersuchungen menschlicher Embryonen (de Vries & Friedland, 1974; van der Putte, 1986, 2005; Nievelstein et al., 1998; Penington & Hutson, 2003) unterstützen die genannten Hypothesen.  
1.1.2.4 Epidemiologie der ARM Weltweit schwanken die Angaben zur Häufigkeit der ARM von 0,86 bis 7,7 pro 10.000 Geburten deutlich. Am ehesten ist aber von einer Häufigkeit von 2,0 bis 2,5 pro 10.000 Lebendgeburten auszugehen (Murphy et al., 2006). Je nach Form und Schweregrad werden ARM in verschiedene Subgruppen unterteilt. In einer systematischen Literaturübersicht konnten Zwink et al. (2011) zeigen, dass die Ursachen der ARM noch weitgehend unbekannt sind. Die bisher berichteten epidemiologischen Studien sind allerdings sehr heterogen im Hinblick auf Fallzahl, Erfassungszeitraum, Kontrollen und Adjustierung nach möglichen Störgrößen und schränken so die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ein. Des Weiteren sind viele Fälle wenig präzise beschrieben und differenzieren z. B. nicht zwischen isolierten und syndromalen Formen. Aufgrund der Seltenheit der ARM wurden oft unterschiedliche Altersgruppen gemeinsam ausgewertet. Je länger jedoch die Schwangerschaft zurückliegt, desto größer ist die Gefahr einer Erinnerungsverzerrung der berichtenden Eltern (sogenannter Recall-Bias). 
16 1 Einleitung  Als Risikofaktoren wurden in einigen Studien Nikotinkonsum (Angerpointner et al., 1981; van Rooij et al., 2010), Alkoholkonsum (Yuan et al., 1995), Koffeinkonsum (Miller et al., 2009), Übergewicht während der Schwangerschaft (Waller et al., 2007; Blomberg & Källén, 2010; van Rooij et al., 2010) und maternaler Diabetes (Aberg et al., 2001; Frías et al., 2007; Correa et al., 2008) diskutiert. Konsistent erhöhte Risiken zeigten sich nach einer Metaanalyse für den väterlichen Nikotinkonsum sowie den maternalen Diabetes mellitus und das maternale Übergewicht (Zwink et al., 2011). Die weltweit steigende Prävalenz von Diabetes und Übergewicht könnte somit für die Fehlbildung von entscheidender Bedeutung sein. Jedoch wurde in den bisherigen Studien z. B. nicht zwischen Diabetes Typ 1 und 2 unterschieden, dadurch wird eine genaue Interpretation der Ergebnisse erschwert. Eine künstliche Befruchtung stellt ein Risiko für ARM bei Einlingen (Odds Ratio (OR): 17,3) dar, allerdings ist das Risiko nach IVF (in vitro Fertilisation; OR: 18,8) doppelt so groß wie nach ICSI (intrazytoplasmatische Spermieninjektion; OR: 7,7) (Zwink et al., 2012b). Da ICSI eher bei männlicher Subfertilität durchgeführt wird, spricht dieses Ergebnis für eine mögliche Ursache in der weiblichen Subfertilität. Neben diesen beim Menschen untersuchten Risikofaktoren finden sich in der Literatur auch teratogen induzierte Tiermodelle. Hier wurde ARM bei Mäusen und/oder Ratten nach Induktion von Ethylenethiourea (Hirai & Kuwabara, 1990; Qi et al., 2002), Retinsäure (Diez-Pardo et al., 1995) oder Adriamycin (Millar et al., 2001) beobachtet.  
1.1.2.5 Genetik der ARM allgemein Abgesehen von wenigen syndromalen Formen, wie z. B. dem Currarino Syndrom (Crétolle et al., 2008), ist nur wenig über die genetischen Ursachen bekannt (Falcone et al., 2007). Verschiedene Befunde weisen darauf hin, dass genetische Faktoren entscheidend in die Ätiologie der ARM involviert sind (Martínez-Frías et al., 2000). So wurden mehrere Multiplex-Familien mit ARM beschrieben und in einer Kohorte von 1.606 Patienten fand sich in 1,4 % der Fälle eine positive Familienanamnese (Falcone et al., 2007; Hilger et al., 2012). Ein weiterer Hinweis für den Einfluss genetischer Faktoren in der Entstehung von ARM zeigt sich durch die Literaturrecherche von Marcelis et al. (2011), in der die Autoren 114 Patienten mit ARM und assoziierten chromosomalen Veränderungen beschreiben (Marcelis et al., 2011). Zu den häufigen assoziierten 
1 Einleitung 17  numerischen Chromosomenstörungen zählen die Trisomien 13, 18, und 21 (Nagai et al., 1994; Endo et al., 1999; Cho et al., 2001) und zu den häufigen strukturellen Chromosomenstörungen zählen das Cat-Eye-Syndrom sowie die Mikrodeletion 22q11.2 (Prieto et al., 2007; Rosa et al., 2010). Zu den monogenen syndromalen Formen mit bekannter genetischer Ursache zählen das Townes-Brocks- (Sudo et al., 2010), das Klippel-Feil- (Costa et al., 2011; Jovankovičová et al., 2012) oder das Pallister-Hall-Syndrom (Biesecker et al., 1996). Neben diesen beim Menschen bekannten syndromalen Formen gibt es auch genetische Knockout-Modelle bei Tieren. Zu den bekannten genetischen Modellen für ARM zählen das murine Knockout-Model für das Sonic-Hedgehog (SHH)-Gen und die Transkriptionsfaktoren Gli(GLI family zinc finger)2 und Gli3 (Kimmel et al., 2000; Mo et al., 2001). Im Tiermodell zeigten sich hier bei Knockout-Mäusen neben ARM multisystemische Defekte im Sinne der VATER/VACTERL-Assoziation. Untersuchungen beim Menschen konnten aber Mutationen im SHH-Gen als häufige Ursache der ARM ausschließen (Garcia-Barceló et al., 2008). Unabhängig von diesen genetisch induzierten Tiermodellen wird regelmäßig das sporadische Auftreten von ARM bei Hausschweinen beobachtet (Lambrecht & Lierse, 1987).  
1.2 Systematische Identifizierung von kausalen Genen und Regionen 
bei seltenen angeborenen uro-rektalen Fehlbildungen Insgesamt wurden in der Vergangenheit nur wenige und mit einer geringen Zahl von Betroffenen einhergehende Multiplex-Familien mit ARM- oder BEEK beschrieben, so dass konventionelle Kopplungsanalysen bisher nicht zur Identifikation krankheitsrelevanter Gene geführt haben. Diese Arbeit greift zur systematischen Identifizierung von kausalen Genen und Regionen auf modernste (state of the art) Techniken zurück, die sich in der Genetik zunehmend etabliert haben. Die Erhebung genomweiter Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP)-Daten wurde schwerpunktmäßig zur Identifikation von Kopienzahlveränderungen (CNVs; copy number variants; s. Kapitel 1.2.1) durchgeführt und kann bei ausreichender Patientenzahl auch zukünftig für eine GWAS genutzt werden. Zudem bieten neue 
18 1 Einleitung  Sequenzierungstechnologien (NGS; Next Generation Sequencing; s. Kapitel 1.2.2) ebenfalls einen vielversprechenden Ansatz zur Identifikation kausaler Varianten. Mögliche Kandidatengene wurden über positionelle Untersuchungen mittels CNV- oder NGS-Analysen, oder aufgrund ihrer zugeschriebenen embryonalen Funktion mittels Literaturrecherchen und/oder Expressionsanalysen in Mäuseembryonen, identifiziert.  
1.2.1 Untersuchungen zu ursächlichen Kopienzahlveränderungen (CNV-
Analysen) Bereits die ersten bahnbrechenden Analysen des menschlichen Genoms haben eine unerwartet hohe Variabilität von Duplikationen und Deletionen genomischer Regionen offenbart (Iafrate et al., 2004; Sebat et al., 2004). Seitdem haben eine Reihe von Studien gezeigt, dass CNVs eine große Rolle in der genetischen Vielfalt spielen (McCarroll et al., 2006; Redon et al., 2006; Henrichsen et al., 2009). Abhängig vom Umfang der Studien und den verwendeten Methoden gibt es unterschiedliche Angaben zur Häufigkeit von CNVs im Genom (Conrad et al., 2010; Mills et al., 2011). Es wird geschätzt, das CNVs bis zu 12 % des humanen Genoms abdecken (Redon et al., 2006; Zogopoulos et al., 2007; McCarroll et al., 2008b; Perry et al., 2008; Henrichsen et al., 2009) und mehr als 40 % aller identifizierten CNVs bekannte kodierende Regionen umspannen (Henrichsen et al., 2009; Van den Veyver et al., 2009). Dadurch kommt den CNVs eine bedeutende Rolle in der Regulation der Genexpression (Henrichsen et al., 2009; Choy et al., 2010) und somit letztendlich auch in der Evolution des menschlichen Genoms (Feuk et al., 2006a, 2006b) und der Entstehung von Erkrankungsprozessen (Shelling & Ferguson, 2007) zu. Im Vergleich zu SNPs haben CNVs wahrscheinlich eine größere phänotypische Auswirkung (Cooper et al., 2007). Die vorliegende Arbeit definiert CNVs als DNA-Segmente unabhängig von Größe und Frequenz mit abweichender Kopienzahl im Vergleich zu einem Referenzgenom. In der englischsprachigen Fachliteratur werden im Zusammenhang mit dieser Definition von CNVs häufig weitere Begrifflichkeiten genannt: 
• low copy repeat (LCR) (Lupski, 1998), 
• segmental duplication (Eichler, 2001), 
• large-scale copy-number variation (LCV) (Iafrate et al., 2004), 
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• large-scale copy number polymorphism (CNP) (Sebat et al., 2004), 
• duplication und indel variation (Tuzun et al., 2005), 
• structural variant (SV) (Feuk et al., 2006a), 
• copy number polymorphism (CNP) (Redon et al., 2006).  CNVs können ursächlich für das sporadische Auftreten von Geburtsfehlern (Lu et al., 2008), Erkrankungen, die einem Mendelschen Erbgang folgen, sowie Erkrankungen mit genetisch komplexem Hintergrund sein (Zhang et al., 2009a). Die mögliche Rolle von (häufig auch de novo) CNVs in komplexen Erkrankungen wird durch eine wachsende Anzahl von Studien unterstützt (Buchanan & Scherer, 2008; Wain et al., 2009; Soemedi et al., 2012; Southard et al., 2012). In diesem Zusammenhang haben Wain et al. (2009) exemplarisch die Assoziationen zwischen CNV Befunden und Suszeptibilität für Autismus (Sebat et al., 2007; Szatmari et al., 2007; Kumar et al., 2008; Marshall et al., 2008; Weiss et al., 2008), Schizophrenie (International Schizophrenia Consortium, 2008; Stefansson et al., 2008; Walsh et al., 2008; Xu et al., 2008), Morbus Crohn (McCarroll et al., 2008a), Psoriasis (Hollox et al., 2008), systemischen Lupus erythematodes (Aitman et al., 2006; Fanciulli et al., 2007; Yang et al., 2007), amyotrophe Lateralsklerose (Blauw et al., 2008) und AIDS (Gonzalez et al., 2005) aufgeführt. Die Bedeutung von CNVs zeigen auch die hochgerechneten Mutationsraten, die im Laufe der letzten Jahre stetig nach oben korrigiert wurden. Zunächst wurden de novo lokusspezifische Mutationsraten für CNVs zwischen 1,7 × 10-6 und 1,0 × 10-4 pro Lokus und Generation geschätzt (van Ommen, 2005; Lupski, 2007). In den Folgejahren wurden weitere Schätzungen erhoben, die eine genomweite Mutationsrate von 0,01 bis 0,02 pro Transmission und Generation für CNVs mit einer Mindestgröße von 10 Kb angeben (Sebat et al., 2007; Marshall et al., 2008; Itsara et al., 2010; Levy et al., 2011; Sanders et al., 2011). Aktuell liegt die geschätzte Mutationsrate von strukturellen Mutationen bei 0,07 bis 0,12 pro Generation (Malhotra & Sebat, 2012). CNVs können aber auch analog zu SNPs neutrale polymorphe Varianten darstellen (Zhang et al., 2009a). Die wachsende Bedeutung dieser neutralen CNVs spiegelt die steigende Zahl von gelisteten Einträgen in der Datenbank für genomische Varianten (Database of Genomic Variants, DGV) wider (Iafrate et al., 2004). Ziel der DGV ist es, einen umfassenden Überblick über strukturelle Variationen im menschlichen Genom 
20 1 Einleitung  bereitzustellen. Diese werden hier als genomische Veränderungen definiert, die DNA-Segmente mit einer Mindestgröße von 1 Kb (Stand 2004 bis 2010) bzw. 50 Bp betreffen (Stand 2012). Der Inhalt der Datenbank repräsentiert nur strukturelle Variationen, die bei gesunden Kontrollpersonen identifiziert wurden (http://dgvbeta.tcag.ca/dgv/app/about?ref= NCBI36/hg18). So waren 2004 zunächst 255 CNVs (Iafrate et al., 2004) gelistet, 2009 waren es bereits 38.406 (Zhang et al., 2009a) und Ende 2012 sind 292.693 CNVs in der DGV dokumentiert (http://dgvbeta.tcag.ca/dgv/app/home?ref=NCBI36/hg18).  
1.2.2 Next Generation Sequencing (NGS) Die Methodik der automatischen Sanger-Sequenzierung dominiert seit ihrer Erstbeschreibung 1977 (Maxam & Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977) und anschließender Etablierung die molekulargenetischen Analysen und ist auch heute noch der Goldstandard. Die großen Einschränkungen der Sanger-Sequenzierungsprotokolle für noch umfangreichere Sequenz-Analysen sind die Notwendigkeit von Gelen und Polymeren als Trennmedien für die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente, die relativ geringe Anzahl von parallel analysierbaren Amplikons und die Schwierigkeit der vollständigen Automatisierung der Probenvorbereitungsmethoden (Ansorge, 2009). Daher wird zunehmend für verschiedene Fragestellungen eine neue Generation der Sequenzierung in der Forschung und Diagnostik etabliert, die diese Limitierungen der Sanger-Sequenzierung ausgleichen und das parallele Prozessieren von Millionen von Amplikons erlaubt. Die automatisierte Sanger-Methode wird als "erste Generation"-Technologie angesehen und die neueren Methoden werden als NGS bezeichnet. Weitere Vorteile der NGS-Technologien sind eine deutliche Reduktion sowohl der Kosten als auch der Zeit. So hat die erste vollständige Sanger-Sequenzierung des kompletten menschlichen Genoms 13 Jahre gedauert und ca. drei Milliarden US Dollar gekostet (International Human Genome Sequencing Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Die Analyse unterschiedlicher Genome mit verschiedenen NGS-Technologien hat in den letzten Jahren nur noch ca. 100.000 US Dollar gekostet und wenige Wochen gedauert (Metzker, 2010); seit kurzem wird sogar das 1.000 US Dollar Genom vorhergesagt (Mardis, 2006). 
1 Einleitung 21  Diese neueren NGS-Technologien repräsentieren unterschiedliche Strategien, die auf einer Kombination von Amplikonherstellung, Sequenzierung und Bildgebung sowie Alignment- und Sequenzanordnungsmethoden beruhen (Metzker, 2010). Drei kommerzielle Technologien von Roche (454), Illumina (Solexa) und Life Technologies/Applied Biosystems (SOLiD) konnten sich zunächst am Markt durchsetzen und werden im Methodenteil weiter vorgestellt (Kapitel 3.2.10). Die große Herausforderung der NGS-Technologien an die Bioinformatik sind dabei die Verarbeitung der großen Datenmengen, die Interpretation der Sequenzdaten und das damit verbundene Filtern der vielen polymorphen Varianten. Erste geeignete bioinformatische Programmlösungen für den Endanwender wurden bereits entwickelt und stehen zur Verfügung (Zhang et al., 2011). So konnte das NGS in den vergangenen Jahren erfolgreich bei der Erforschung seltener Erkrankungen, z. B. beim Miller-Syndrom, Schinzel-Giedion-Syndrom und Morbus Charcot-Marie-Tooth, eingesetzt werden. Zum einen wurden für bekannte Kopplungsregionen die Sanger-Resequenzierungen ersetzt und zum anderen konnten unmittelbar kausale Mutationen identifiziert werden (Ng et al., 2010b). Ng et al. (2010b) fassen einige publizierte NGS-Studien zusammen, die autosomal dominante (Brkanac et al., 2009; Ng et al., 2009, 2010a; Hoischen et al., 2010; Nikopoulos et al., 2010; Sobreira et al., 2010), rezessive (Edvardson et al., 2010; Lalonde et al., 2010; Rehman et al., 2010; Roach et al., 2010; Volpi et al., 2010; Walsh et al., 2010) und X-chromosomal rezessive (Johnston et al., 2010) Erkrankungen aufklären konnten. NGS kann ein probates Instrument für die Erforschung von ARM und BEEK darstellen, um einerseits mit anderen Methoden identifizierte Kandidatengenregionen zu analysieren und andererseits direkt de novo Mutationen zu identifizieren.    
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1.3 Netzwerk für kongenitale uro-rektale Fehlbildungen (CURE-Net) Das Ziel des Forschungsnetzwerkes für kongenitale uro-rektale Malformationen (CURE-Net) ist die systematische Untersuchung der molekularen Ursachen, der klinischen Implikationen sowie der psychosozialen Auswirkungen bei angeborenen uro-rektalen Malformationen. In diesem Verbund arbeiten seit 2009 klinisch tätige Ärzte und Grundlagenwissenschaftler aus verschiedenen Fachbereichen deutschlandweit mit den beiden Patientenorganisationen "Selbsthilfegruppe Blasenekstrophie/Epispadie e. V." (SHG BE e. V.) und "Selbsthilfeorganisation für Menschen mit angeborenen anorektalen Fehlbildungen" (SoMA e. V.) zusammen.  Ziel der molekulargenetischen Grundlagenforschung, in deren Rahmen diese Arbeit verfasst werden sollte, ist die Identifizierung krankheitsverursachender Gene in großen und klinisch gut charakterisierten Patientengruppen. Dafür kommen die in Kapitel 1.2 vorgestellten Methoden zur Anwendung. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bilden u. a. die Grundlage für die Analysen der am Max-Planck-Institut (MPI) in Berlin ansässigen Teilprojektgruppe von CURE-Net. Hier sollen Kandidatengene ausgehend von gewebe- und gestation-spezifischen Expressionsdaten im Mausmodell identifiziert und dann im Patientenkollektiv überprüft werden. Das langfristige Ziel ist es, die ursächlichen Mechanismen der zugrunde liegenden embryonalen Fehlentwicklung bei ARM und dem BEEK aufzuklären. Darüber hinaus werden in weiteren Teilprojektgruppen der postoperative Behandlungserfolg und die unterschiedlichen Formen der Nachsorge durch multizentrische, klinische und psychosoziale Forschung mithilfe standardisierter Untersuchungsverfahren sowohl prospektiv als auch in einer Querschnittsstudie evaluiert. Dafür baut CURE-Net nachhaltig eine Infrastruktur mit einer eigenen DNA-Biobank und einem dazugehörigen nationalen klinischen Register auf. So wird eine einheitliche und standardisierte Datenerhebung der untersuchten Malformationen auch hinsichtlich einer langfristigen Erfassung ermöglicht, die es bisher in Deutschland nicht gab. Damit kann ein statistisch leistungsstarkes DNA-Kollektiv mit entsprechenden Patientendaten für die unterschiedlichen Phänotypen bereit gestellt werden.  
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2 Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, seltene hochpenetrante Kandidatenregionen und -gene für BEEK und ARM zu identifizieren. Für diese Arbeit standen zu Beginn DNA-Proben von 300 BEEK-Patienten sowie Blutproben von 100 ARM-Patienten zur Verfügung. Mit der Hilfe der an dieser Studie beteiligten Chirurgen und Humangenetiker sollte das DNA-Kollektiv für die genetischen Analysen auf eine Probenzahl von über 1.000 Patienten erweitert werden. Ein Ziel war somit der Aufbau einer umfangreichen Biobank für genetische Untersuchungen. Für die systematische molekulargenetische Analyse sollten genomweite Genotypisierungsdaten mithilfe von SNP-Arrays von Illumina erhoben werden. Das Ziel der vorliegenden Studie war die Identifizierung von de novo Kopienzahlveränderungen (CNVs), welche durch Verlust oder Zugewinn an genetischem Material charakterisiert sind und zur Entstehung von BEEK oder ARM beitragen. Der Fokus sollte hierbei auf CNVs gelegt werden, die kodierende Gensequenzen involvieren. Weiterhin sollten speziell ausgewählte Patienten mithilfe von NGS-Technologien analysiert werden, um seltene dominante de novo Mutationen bzw. kleine genomische Aberrationen, sowie seltene autosomal-rezessiv vererbte Mutationen zu identifizieren. Ziel dieser Arbeit war es auch, basierend auf einer systematischen Literaturrecherche, Kandidatengene zu identifizieren. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Bernhard G. Herrmann (Abteilung für Entwicklungsgenetik, MPI für Molekulare Genetik, Berlin) sollten ausgewählte Kandidatengene bezüglich ihrer Expression im Mäuseembryo entsprechend dem Zeitpunkt und Ort der Entstehung der Fehlbildung beim Menschen untersucht werden. Basierend auf den Ergebnissen dieser Studien war die systematische Analyse dieser Gene mittels Sanger-Sequenzierung in einer großen Anzahl von Patienten zur Identifizierung hoch-penetranter Mutationen ein weiteres Ziel.  
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3 Material und Methoden 
In diesem Kapitel werden zunächst die verwendeten Materialien (Kapitel 3.1) vorgestellt. Daran schließen sich die Kapitel molekularbiologische Untersuchungen (Kapitel 3.2) sowie bioinformatische und statistische Methoden (Kapitel 3.3) an. Abschließend werden die durchgeführten Analysen (Kapitel 3.4) sowie die Filterkriterien (Kapitel 3.5) dargestellt.  
3.1 Verwendete Materialien Es werden in den folgenden Unterkapiteln die verwendeten Geräte (Kapitel 3.1.1), Chemikalien und Enzyme (Kapitel 3.1.2), Lösungen (Kapitel 3.1.3), kommerzielle Kits (Kapitel 3.1.4) sowie Software und Datenbanken (Kapitel 3.1.5) alphabetisch gelistet.  
3.1.1 Geräte Autoklav 
• Varioklav 135 S Dampfsterilisator, H+P Labortechnik, Oberschleißheim Automatischer Sequenzierer 
• 3130xl Genetic Analyzer, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA DNA-Bank/Verwaltung 
• 2D CYPHER Tubes, 2D CYPHER 1,2 ml Cluster Tube Racks, 2D CYPHER SmartScan Solo und SmartScan 96, ABgene, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA DNA-Extraktion 
• Chemagic Magnetic Seperation Module I v20, PerkinElmer Chemagen Technologie GmbH, Baesweiler Eismaschine 
• AF 100, Scotsman, Mailand, Italien Elektrophoresekammern 
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• WIDE MINI-SUB® CELL GT und Sub-Cell Model 96, Bio-Rad Laboratories GmbH, München Gel-Dokumentations-System 
• DVP-1200, SEIKO Precision Inc., Narashino, Chiba, Japan 
• Gel Doc™ XR System, Bio-Rad Laboratories GmbH, München Genotypisierungssysteme 
• iScan System, Illumina, San Diego, Kalifornien, USA  Inkubationsschrank 
• Heraeus, Kendo, Langenselbold Nukleinsäure-Messgeräte 
• NanoDrop® ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometer und NanoDrop® ND-8000 8-Kanal UV/Vis-Spektralphotometer, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen Mikrowelle 
• MW 9625, SEVERIN Elektro, Sundern Pipettierhilfen 
• e120, Biohit Oyj, Helsinki, Finnland 
• Eppendorf Research 0,1 - 2,5 µl; 0,5 – 10 µl; 2 – 20 µl; 10 – 100 µl; 20 – 200 µl; 100 – 1000 µl, 500- 5000 µl, Eppendorf AG, Hamburg 
• Eppendorf Research pro 20 - 300 µl, Eppendorf AG, Hamburg 
• Finnpipette® 16-Kanal, VWR International GmbH, Darmstadt 
• Transferpette, 0,5 – 10 µl; 2 – 20 µl; 20 – 200 µl; 100 - 1000 µl, Brand, Wertheim  
• Transferpette®-8 0,1 µl-1 µl; 10 -100 µl, 20 – 200 µl, Eppendorf AG, Hamburg Pipettierroboter 
• Biomek NX-MC und Biomek NX-S8, Beckman-Coulter, Fullerton, Kalifornien, USA pH-Wert Messgerät 
• inoLab® pH 720, Wissenschaftlich-Technische Werkstätten (WTW) GmbH, Weilheim   
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• PC 2004 Vario, Vacuubrand & Co. KG MZ 2C Membran Vacuum Pumpe, Vacuubrand & Co. KG, Wertheim Reinstwassersystem 
• Milli-Q A10 Synthesis, Millipore, Molsheim ,Frankreich Schüttel-, Misch- und Heizgeräte 
• Micro Plate Shaker DMS-2500, VWR, Radnor, Pennsylvania, USA 
• Thermomixer comfort, Eppendorf AG, Hamburg 
• Thermomixer compact, Eppendorf AG, Hamburg 
• Titramax 101, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach 
• Unimax 1010/Polymax 1040, Heidpolph, Schwabach 
• Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, New York, USA Spannungsgeräte 
• PowerPac Power Supplies, Bio-Rad Laboratories GmbH, München Thermocycler 
• ABI Prism®7900HT Fast real-Time PCR System (TaqMan), Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
• C1000™ und S1000™ Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
• PTC 100 und PTC 200, MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA Trockenschrank 
• Heraeus FunctionLine, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA Waagen 
• Sartorius Talent, Satorius AG, Göttingen Zentrifugen 
• Concentrator plus, Eppendorf AG, Hamburg 
• Heraeus Megafuge 1.0, Heraeus Megafuge 1.0 R, Heraeus Biofuge fresco und Thermo Scientific, Heraeus Biofuge picco, Waltham, Massachusetts, USA 
• neoLab-Mini-Zentrifuge Spectrafuge, Heidelberg 
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• Vakuumzentrifuge Speed Vac Plus SC110A, Thermo Electro Corporation, Erlangen  
3.1.2 Chemikalien und Enzyme Soweit möglich, wurden Chemikalien mit der Qualitätsbezeichnung „pro analysis“ verwendet. 
• Agarose low EEO (Agarose Standard), AppliChem GmbH, Darmstadt 
• Alconox, Alconox Inc., New York, USA 
• Bromphenolblau, Merck KGaA, Darmstadt 
• Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
• Essigsäure (Eisessig; 100 %), Merck KGaA, Darmstadt  
• Ethanol absolut (EtOH; 99,9 %), Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
• Ethanol (EtOH; 96,0 %, vergällt mit 1 % Methylethylketon), WALTER CMP GmbH & Co. KG, Kiel 
• Ethidiumbromid (C21H20N3Br; EtBr) (1%), Merck KGaA, Darmstadt 
• Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA; reinst), Merck KGaA, Darmstadt 
• ExpandTM Long Template PCR System [5 U/µl], Roche, Mannheim 
• FicollTM PM400, Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden 
• Glycogen lypophilisiert, aus Austern, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
• HotStar Taq DNA-Polymerase [5 U/μl], Qiagen GmbH, Hilden 
• HPLC Wasser, Merck KGaA, Darmstadt 
• Isopropanol, AppliChem GmbH, Darmstadt 
• Natriumacetat (NaAc), Merck KGaA, Darmstadt 
• Natriumhypochlorit (12 %), Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
• Natronlauge (NaOH; Maßlösung 0,1M), AppliChem GmbH, Darmstadt 
• Tris ≥ 99,9 %, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
• VWR-Taq DNA-Polymerase [5 U/µl], VWR, Radnor, Pennsylvania, USA  
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3.1.3 Lösungen Alle Lösungen wurden nach Möglichkeit mit demineralisiertem, sterilfiltriertem und autoklaviertem Wasser angesetzt.  Bromphenol-Auftragspuffer 
• 10 ml 10 x TBE, 10 ml 0,1% Bromphenolblau, 40 ml 20% Ficoll (8 g) ad 100 ml dest. Wasser EDTA Tris-EDTA (TE-4) 
• 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris.Cl pH 8,0 Ethanol 70 % 
• 729 ml Ethanol (96 %), 271 ml dest. Wasser Ethanol 85 % 
• 885 ml Ethanol (96 %), 115 ml dest. Wasser Natriumacetat (NaAc) 3M, pH 5,2 
• NaAC mit Essigsäure (100 %) auf pH-Wert von 5,2 eingestellt 0,4 % Natriumhypochloritansatz 
• 16,7 ml Natriumhypochlorit, 483,3 ml dest. Wasser  
3.1.4 Kommerzielle Systeme (Kits) 
• Agencourt AMPure XP - PCR Purification, Beckman-Coulter, Fullerton, Kalifornien, USA 
• Agencourt CleanSEQ - Dye Terminator Removal, Beckman-Coulter, Fullerton, Kalifornien, USA 
• Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
• chemagic DNA Blood Kit special (2 m, 5 ml und 10 ml), PerkinElmer chemagen Technologie GmbH, Baesweiler 
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• Deoxiribonukleosidtriphosphate [dNTPs; dNTP-Mix (dATP,dGTP,dCTP,dTTP) 10 mM als Gebrauchslösung in H2O verdünnt auf je 1,25 mM], Labomedic GmbH, Bonn 
• DNA ladder 100 Bp, AppliChem GmbH, Darmstadt 
• DNA ladder 1 Kb, AppliChem GmbH, Darmstadt 
• EDTA-haltige Monovetten von 1,2 bis 10 ml, SARSTEDT AG & Co., Nümbrecht 
• HumanHap550v3 (HH550), Human610-Quad (H610Q), Human660W-Quad (H660W) und HumanOmni1-Quad (OMNI) DNA Analysis Kit, Illumina, San Diego, Kalifornien, USA 
• Oragene® DNA (OG-250) und (OG-500) DNA Genotek, OraSure Technologies Inc., Bethlehem, Pennsylvania, USA 
• PAXgene® Blood RNA-Systems, Qiagen, Hilden 
• Power SYBR Green PCR Master Mix, Life Technologies Corporation, Foster City, Kalifornien, USA 
• PowerPlex® 16-System, Promega, Madison, Wisconsin, USA 
• QIAamp DNA Blood Maxi Kit, QIAquick Gel Extraktion Kit, QIAquick Purification Kit, Qiagen, Hilden 
• REPLI®-Midi Kit, Qiagen, Hilden 
• SALSA® MLPA® KIT P250-A1 DiGeorge,MRC-Holland, Amsterdam, Niederlande 
• SuperScript® III First-Strand, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 
• TRIS-Borat-EDTA-Puffer(TBE) 10x, AppliChem GmbH, Darmstadt  
3.1.5 Software und Datenbanken Alle angegebenen Internetadressen sind mit Stand vom 06.01.2013 abgerufen und erfasst worden. 
• (PS)2-v2: Protein Structure Prediction Server http://ps2v2.life.nctu.edu.tw/index.php 
• 3130xl Data Collection Software v3.0, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
• ABgene 2D CYPHER Pilot Databases, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA 
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• Adobe Illustrator CS3 v13.0.2, Photoshop CS3 v10.0.1, Reader Professional v8.1.4 und Reader X v10.1.4, Adobe Systems GmbH, San Jose, Kalifornien, USA 
• BeadScan, Illumina, San Diego, Kalifornien, USA 
• Biomek Software 3.2, Beckman/Coulter, Fullerton, Kalifornien, USA 
• Cartagenia BenchTM software (Cartagenia n.v., Leuven, Belgien) 
• chemagic Quality Assurance Software, PerkinElmer chemagen Technologie GmbH, Baesweiler 
• Chip Bioinformatic Tools http://snpper.chip.org/ 
• Coffalyser Software v9.4 (Excel basiert), MRC-Holland http://old.mlpa.com/coffalyser/download.html 
• dbSNP (Database of single nucleotide polymorphisms) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ 
• DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources) http://decipher.sanger.ac.uk/ 
• DGV (Database of Genomic Variants) http://dgvbeta.tcag.ca/dgv/app/home?ref=NCBI36/hg18 EditPad lite v6.7.0 , Just Great Software Co. Ltd., Rawai, Thailand 
• Ensembl http://www.ensembl.org/index.html 
• GeneCards http://www.genecards.org/ 
• GeneMapper® ID Software v3.2, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
• GenomeStudio v2011.1, Illumina, San Diego, Kalifornien, USA 
• Haploview http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php 
• HapMap http://www.hapmap.org 
• HGNC (HUGO Gen Nomenklatur Komitee) http://www.genenames.org  
• Jmol v13.0 http://www.jmol.org/ 
• KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes ) http://www.genome.ad.jp/kegg 
• MGI (Mouse Genome Informatics database) http://www.informatics.jax.org/ 
• Microsoft® Access 2007, Excel 2007, PowerPoint 2007 und Word 2007, Microsoft, Redmond, Washington, USA 
• Microsoft® Windows 7, Windows Vista und Windows XP, Microsoft, Redmond, Washington, USA 
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• MutationTaster www.mutationtaster.org 
• MutPred http://mutpred.mutdb.org 
• NanoDrop ND-1000 v3.3.0, Biotechnologie GmbH, Erlangen 
• NanoDrop ND-8000 v2.1.0, Biotechnologie GmbH, Erlangen 
• NCBI (National Center for Biotechnology Information) http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
• Notepad++ http://notepad-plus-plus.org/ 
• OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man®) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=omim 
• PDB (Protein data bank) http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 
• Perl 5 http://www.perl.org/ 
• PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 
• Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/ 
• Pubmed http://pubmed.com/ 
• QuantiSNP v2.0 und 2.2 (Colella et al., 2007) http://www.well.ox.ac.uk/QuantiSNP/  
• Seq Man™ II v5.0, DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin, USA 
• Sequencing Analysis Software v5.2.0, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA 
• UCSC Genome Bioinformatics (Kent et al., 2002) http://genome.ucsc.edu 
• Universal Protein Resource (UniProt) http://www.uniprot.org  
3.2 Molekularbiologische Untersuchungen In diesem Kapitel werden die angewandten und genutzten experimentellen Methoden, die die Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit darstellen, vorgestellt.  
3.2.1 Isolierung genomischer DNA und RNA Die für die Untersuchung benötigte hochmolekulare DNA wurde aus den kernhaltigen Leukozyten des Probandenblutes bzw. aus den im Speichel befindlichen Leukozyten gewonnen. Venöses Blut wurde mit EDTA-haltigen Monovetten (SARSTEDT AG & Co.) 
32 3 Material und Methoden  aufgezogen und bis zur Isolierung der DNA bei -20 °C aufbewahrt. Speichelproben wurden mittels Orangen®-Kits OG-250 und OG-500 (DNA Genotek, OraSure Technologies) gesammelt und bei Raumtemperatur (RT) nach Inkubation bis zur DNA-Isolierung gelagert. Mithilfe von PAXgene® Röhrchen (Qiagen) wurde ebenfalls Blut konserviert und nach 24- bis 72-stündiger Inkubation bei RT bis zur RNA Extraktion bei -80 °C gelagert. Die DNA-Präparation aus Blut erfolgte nach Herstellervorgaben größtenteils mit dem Chemagic Magnetic Separation Module I v20 (PerkinElmer, Baesweiler) und vereinzelt mit dem „QIAamp DNA Blood Maxi Kit“. Aus Speichel wurde die DNA-Extraktion ebenfalls mit zugehörigem Kit nach Herstellervorgaben durchgeführt. Die RNA-Extraktion erfolgte unter Verwendung des PAXgene® Systems zur Blutentnahme und RNA-Extraktion ebenfalls nach Herstellervorgaben.   
3.2.2 Konzentrations- und Reinheitsmessung Qualität und Quantität von DNA bzw. RNA wurden durch eine spektralphotometrische Messung mit dem NanoDrop® ND-1000 bzw. ND-8000 (Peqlab Biotechnologie GmbH) unter Verwendung von 1,2 µl Nukleinsäure pro Messung ermittelt. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren liegt bei einer Wellenlänge von 260 nm. Weitere Moleküle wie Proteine, Salze oder Ethanol, die nach der Isolation der DNA/RNA in der Lösung enthalten sein können, haben ein Absorptionsmaximum von 280 nm. Mithilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes lässt sich aus der optischen Dichte (OD) bei 260 nm die Konzentration der Nukleinsäure bestimmen. Das OD-Verhältnis von 260 nm und 280 nm gibt Auskunft über die Reinheit der Nukleinsäurelösung. Eine reine DNA-Lösung zeigt ein Verhältnis von 1,8 und eine reine RNA Lösung ein Verhältnis von 2. Eine Kontamination mit anderen Molekülen führt zu einem abweichenden Verhältnis. Die entsprechenden Berechnungen wurden mit der Software NanoDrop 1000 (8000) v.3.7.0 (v.2.1.0) durchgeführt und jeweils mit einer zweiten Messung bestätigt. Bei Bedarf wurde zusätzlich mittels Gelelektrophorese in einem 0,8 %-igen AgaroseGel (0,64 g Agarose; 80 ml 1 X TBE; 6 µl EtBr) eine Degradierungsanalyse durchgeführt. 100 ng eingesetzte hochmolekulare DNA bildet nach 45 Min bei 100V (400 mA) eine definierte Bande, während hingegen die gleiche Menge degradierte DNA sich auftrennt und ein sogenannter „Schmier“ zu erkennen ist.  
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3.2.3 Fällung von verunreinigter DNA Bei Bedarf wurde verunreinigte DNA mit Isopropanol gefällt, neu gelöst und erneut photometrisch gemessen. Dafür wurde folgendes Protokoll je 100 µl DNA verwendet: Fällung 
• 1 µl Glykogen (20ng) und 10 µl NaAc (3M, pH von 5,2) zur gelösten DNA hinzugeben und gut vortexen, 
• 100 µl gekühltes Isopropanol (100%) hinzugeben und gut vortexen, 
• 15 Min bei -80 °C kühlen, 
• für 30 Min bei 4 °C zentrifugieren und anschließend Überstand abpipettieren. Waschschritt 
• 250 µl 70 %-iges EtOH zum Pellet hinzugeben und gut vortexen, 
• für 30 Min bei 4 °C zentrifugieren, 
• Überstand abpipettieren und Pellet komplett trocknen lassen, 
• getrocknetes Pellet in 20 – 50 µl Te-4 aufnehmen und mindestens 8 h bei RT inkubieren.  
3.2.4 Genomweite SNP-Array Genotypisierung mit Illumina Für die Genotypisierung wurde die Infinium BeadArray Plattform der Firma Illumina verwendet. Hier werden die Genotypen der einzelnen Marker (i. d. R. SNPs) durch eine allelspezifische Einzelbasenerweiterung (Steemers et al., 2006) ermittelt. Für die Genotypisierung wurden Chips mit Siliziumkugeln („beads“) verwendet, an die jeweils mehrere hundert, 50 bp lange, markerspezifische Sonden gekoppelt sind. Jeder Marker ist im Mittel 20-fach durch solche Siliziumkugeln auf einem Chip vorhanden (Gunderson et al., 2004). Zusätzlich zur jeweiligen markerspezifischen Sequenz ist jede Kugel mit einer einmaligen Sequenz zur Identifikation gekennzeichnet. Die Genotypisierung bestand aus vier Schritten (Gunderson et al., 2005; Steemers et al., 2006) und für die Prozessierung der Chips wurde das Herstellerprotokoll verwendet. Dieses Protokoll sieht eine Prozessierung innerhalb von drei Tagen vor. 
34 3 Material und Methoden  Am ersten Tag erfolgte die Amplifikation der DNA, für die nur eine relativ geringe Menge genomischer DNA (200 ng in einer 50 ng/µl Verdünnung) benötigt wurde, um qualitativ hochwertige Genotypisierungsdaten zu erhalten. Die Fragmentierung und Fällung der amplifizierten DNA mit anschließender Hybridisierung auf den jeweils verwendeten SNP-Arrays erfolgte am zweiten Tag. Dafür wurde die amplifizierte DNA zunächst enzymatisch fragmentiert und anschließend präzipitiert und resuspendiert. Daran anschließend erfolgte die spezifische Hybridisierung der DNA an die Sonden der „beads“, deren Sequenz sich jeweils nur in der letzten Base vor dem zu untersuchenden SNP unterscheidet. Abschließend wurden am dritten Tag die BeadArrays gewaschen und eine Einzelbasenverlängerung mit anschließender Färbung vorgenommen, bevor die fertig prozessierten Chips mithilfe des iScan Scanners von Illumina ausgelesen wurden. Die in mehreren Waschschritten gereinigten hybridisierten DNAs wurden durch eine Polymerase spezifisch um ein komplementäres didesoxy-Nukleotid verlängert.  Um die zu messende Fluoreszenz der SNPs zu verstärken, wurde ein Antikörper Sandwich-Assay verwendet (Pinkel et al., 1986). Die verwendeten ddCTPs und ddGTPs waren mit Biotin markiert, ddATPs und ddUTPs mit 2,4-dinitrophenol (DNP; Steemers et al., 2006). Biotin und DNP wurden dann immunohistochemisch mit Alexa555-markiertem Streptavidin beziehungsweise Alexa647-markierten primären Antikörpern (gewonnen aus Kaninchen) gegen DNP angefärbt. Die Fluroeszenzmarkierung wurde mit einem zweiten Färbungsschritt, bei dem biotinyliertes anti-Streptavidin und sekundäre anti-Kaninchen-Antikörper (gewonnen aus Ziege) verwendet wurden, abgeschlossen. Um die Sensitivität zu steigern, wurde die Sandwichfärbung zweimal durchgeführt. Nachdem die zweifache Sandwichfärbung abgeschlossen war, wurden die BeadArrays in einem iScan Scanner der Firma Illumina ausgelesen. Die Auswertung der generierten Daten erfolgte mithilfe der GenomeStudio Software (s. Kap. 3.3.1). In der vorliegenden Arbeit mussten folgende vier unterschiedliche SNP-Arrays verwendet werden, da kontinuierlich die SNP-Arrays weiter entwickelt und jeder Chiptyp nur in bestimmten Mengen von Illumina produziert wurde: 
• HumanHap550v3 (HH550), 
• Human610-Quad (H610Q),  
• Human660W-Quad (H660W) und 
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• HumanOmni1-Quad (OMNI).  Die Auswahl der Marker auf diesen Chips wurde, mit steigender Marker-Anzahl pro Array-Generation, von Illumina vorgenommen: Tab. 4 stellt die technischen Details dar. 
Tab. 4: Technische Details der verwendeten SNP-Arrays  HH550 H610Q H660W OMNI 
Anzahl Marker 561.466 620.901 657.336 1.140.419 
Anzahl der SNPs innerhalb von 10 Kb 
eines RefSeq-Gens 
252.793 309.978 332.756 618.959 
Mittelwert des Abstandes zwischen zwei 
Markern [in Kb] 
5,3 4,7 4,4 2,4 
Median des Abstandes zwischen zwei 
Markern [in Kb] 
2,9 2,7 2,3 1,2 
Durchschnittliche technische Auflösung 
(5 konsekutive Marker) [in Kb] 
26,5 23,5 22 12  Die Selektion der Marker fand unter Berücksichtigung der Daten aus dem HapMap Projekt (International HapMap Consortium, 2005, 2007) und vom Wellcome Trust Case Control Consortium (Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007) statt.  
3.2.5 Multiplex ligations-abhängige Sondenamplifikation (MLPA) Bei der multiplex ligations-abhängigen Sondenamplifikation (MLPA; multiplex ligation-dependent probe amplification) handelt es sich um eine Multiplex-PCR-Methode zur Detektion von CNVs. Hierbei wird nicht die DNA der zu untersuchenden Probe, sondern die zu der Probe hinzugefügten Sonden werden amplifiziert, gemessen und gegen eine Referenz verglichen (Schouten et al., 2002). MLPA-Analysen der chromosomalen Region 22q11.21 wurden zur Verifikation von detektierten CNVs, zur Segregationsanalyse sowie zur gezielter CNV-Analyse bei knapp 300 BEEK-Patienten eingesetzt. Die MLPA-Reaktion kann in fünf Hauptschritte unterteilt werden: Zunächst erfolgt eine 1) DNA-Denaturierung und -Hybridisation der MLPA-Sondenpaare an die Template-DNA (MLPA-„probes“). Daran schließt sich 2) eine Ligations- und 3) PCR-Reaktion der Sondenpaare an. Im vierten Schritt werden die 4) amplifizierten und unterschiedlich langen Sondenpaare durch eine Gelelektrophorese im 3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation) separiert und abschließend erfolgt 5) die Datenanalyse und 
36 3 Material und Methoden  Interpretation mittels dem Excel-(Microsoft®) basierten Auswerteprogramm Coffanalyser (MPC-Holland). Verwendet wurde in der vorliegenden Arbeit nach Herstellervorgaben das kommerzielle Kit SALSA MLPA KIT P250-A1 DiGeorge (MRC-Holland). Es beinhaltet 48 MLPA-Sondenpaare und 16 unterschiedliche Kontrollfragmente (Jalali et al., 2008). Abb. 9 illustriert an einer detektierten Duplikation die Coffanalyser-basierte Auswertung der MLPA-Methode.  
3.2.6 Auswahl der Oligonukleotidsequenzen (Primer-Design) Für die meisten Applikationen müssen die Oligonukleotide (Primer) zur Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bzw. der Sequenzierung genau komplementär zur DNA-Vorlage sein. Im Allgemeinen sind für die Konstruktion solcher Oligonukleotide folgende Richtlinien zu beachten: 1. Eine Folge von drei oder mehr G- oder C-Basen am 3’-terminalen Ende des Primermoleküls sollte vermieden werden, da andernfalls eine unspezifische Anlagerung des Primers erfolgen könnte. 2. Da ein Thymin am 3’-terminalen Ende eher zu Falschpaarungen führt als ein anderes Nukleotid an dieser Position (Kwok et al., 1990), sollte diese Konstellation ebenso umgangen werden. 3. Die Primerpaare sollten so beschaffen sein, dass die Sequenzen an ihren 3’-Enden weder inter- noch intramolekular komplementär sind. Damit wird vermieden, dass sich Primerdimere ausbilden. 4. Ein Primer sollte zwischen 18 und 25 Nukleotide lang sein. Dies ermöglicht eine spezifische Hybridisierungstemperatur. 5. Nach Möglichkeit sollten alle vier Basen in den Primern gleich häufig vertreten sein. 6. Die beiden Primer sollten in einem Abstand von weniger als 10 Kb an die DNA-Matrize binden, da sich bereits 3 Kb große Amplikons weniger gut vervielfältigen lassen (Jeffreys et al., 1988).  
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3.2.7 DNA-Amplifikation (Polymerase-Kettenreaktion; PCR) Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist die spezifische, enzymatische in 
vitro Amplifikation eines DNA-Abschnittes zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, die gegenläufig an komplementäre DNA-Stränge binden (Saiki et al., 1985, 1988; Mullis & Faloona, 1987). Voraussetzung für die Anwendung der PCR ist die Kenntnis der Sequenz, die das gewünschte DNA-Fragment flankiert, damit geeignete Primer synthetisiert werden können. Durch zyklische Wiederholung von verschiedenen Inkubationsschritten kann das DNA-Fragment theoretisch beliebig oft kopiert werden.   
3.2.7.1 PCR-Reaktionsansätze Alle Reaktionen wurden in dünnwandigen, autoklavierten Reaktionsgefäßen durchgeführt. Bei mehreren Ansätzen mit unterschiedlicher DNA, aber gleichen Amplifikationsprimern, wurde zunächst eine Stammlösung („Mastermix“), bestehend aus der Gesamtmenge Primer, dNTP-Mix, Puffer, DMSO (optional) und Wasser, angesetzt, gevortext und abzentrifugiert. Nach Zugabe der Taq-Polymerase zum Mastermix, welche auf Eis erfolgt, wurde dieser erneut gevortext und die entsprechende Menge der DNA hinzugefügt. Umgekehrt wurde bei mehreren Ansätzen mit der gleichen DNA, aber unterschiedlichen Amplifikationsprimern die DNA im Mix vorgelegt und die Primer erst kurz vor Amplifikationsbeginn zugesetzt. Die Amplifikation selbst wurde in den Thermozyclern PTC 100/PTC 200 (MJ Research) sowie C1000™/S1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH) durchgeführt. Es wurden drei unterschiedliche Taq-Polymerasen, je nach Fragestellung und Eigenschaft des PCR-Produktes, verwendet. 
Tab. 5: PCR-Reaktionsansätze für unterschiedliche Taq-Polymerasen   VWR-Taq DNA-
Polymerase (VWR) 
HotStar Taq DNA-
Polymerase (Qiagen) 
ExpandTM Long 
Template PCR System 
(Roche) 
DNA (20-100 ng) 1,0 1,0 1,0 
Primer F (10 pmol) 1,0 1,0 1,0 
Primer R (10 pmol) 1,0 1,0 1,0 
dNTP-Mix 0,5 0,5 0,5 
10x Puffer 2,5 2,5 (15mM MgCl2) 2,5 (Puffer 1) 
Taq1 0,2 0,2 0,4 
DMSO (optional) 1,25 1,25 1,25 
Destilliertes Wasser Ad 25 Ad 25 Ad 25 Alle Angaben in µl. 
38 3 Material und Methoden  Tab. 5 fasst die unterschiedlichen Reaktionsansätzr mit einem Gesamtvolumen von 25 µl zusammen.  
3.2.7.2 PCR-Reaktionsbedingungen Die Thermozykler wurden spezifisch für die verwendete Taq-Polymerase, Amplikonlänge und Primern nach den angegebenen Reaktionsprotokollen programmiert (vgl. Tab. 6, Tab. 7 und Tab. 8).  
Tab. 6: Standard-PCR-Programm TD100 
Schritt Temperatur [°C] Zeit [Sec] 1 95 300 2 95 30 3 63 - 55* 30 4 72 60 Sec/Kb 5 72°C 600 6 12 unendlich 
*Inititale Annealing-Temperatur bei 63 °C für drei Zyklen(Schritte 2 - 4), anschließend jeweils alle drei Zyklen ein °C kälter, 15 Zyklen am Ende bei bei der Annealing-Temperatur von 55 °C. 
Tab. 7: PCR-Programm CN Hot 
Schritt Temperatur [°C] Zeit [Sec] 1 95 900 2 95 20 3 primerspezifisch 30 4 72 60sec/kb 5 72°C 180 6 12 unendlich Optimiertes Programm für die HotStar Taq DNA-Polymerase; 34 Wiederholungen der Schritte 2 – 4. 
Tab. 8: PCR Programm CN (temperatur- und größenspezifisch) 
Schritt Temperatur [°C] Zeit [Sec] 1 94 240 2 94 30 3 primerspezifisch 30 4 72 60sec/kb 5 72°C 600 6 12 unendlich 34 Wiederholungen der Schritte 2 – 4.  Bei den aufgeführten Zeiten handelt es sich um „Nettozeiten“, d. h. sie gelten ab Erreichen der jeweiligen Zieltemperatur, wobei die Geräte einen schnellen Temperaturwechsel (> 1 °C/s) gewährleisten. Nach einer initialen Denaturierungsphase bei 95 °C schlossen sich mit 34 Wiederholungen die Inkuationsschritte Denaturierung, Annealing und Elongation an. Nach Ablauf des letzten Zyklus schloss sich eine 
3 Material und Methoden 39  Extensionsphase an. So sollte eine möglichst vollständige Überführung der „primer“-assoziierten Template-DNA in Zielprodukt (Amplikon) gewährleistet werden. Anschließend wurden die Proben bis zur Entnahme auf 12 °C heruntergekühlt. Die unterschiedlichen Annealing-Temperaturen (Schritt 3) und Elongationszeiten (Schritt 4) sind primerspezifisch entsprechend im Anhang aufgeführt.  
3.2.7.3 Agarose-Gelelektrophorese Zur Identifizierung, Trennung und selektiven Isolierung von DNA-Fragmenten wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt (Aaij & Borst, 1972; Meyers et al., 1976). Bedingt durch ihre negative Eigenladung wandert lineare, doppelsträngige DNA in polymerisierter Agarose bei einer angelegten Spannung von nicht mehr als 5 V/cm umgekehrt proportional zu ihrem Molekulargewicht in Richtung Anode. Durch die Wahl der Agarosekonzentration, der Pufferbedingungen, der angelegten Spannung sowie der Zeit kann die elektrophoretische Mobilität so variiert werden, dass für die erwarteten DNA-Fragmente eine optimale Trennung erzielt wird. Der gelösten Agarose wurde der fluoreszierende Farbstoff Ethidiumbromid (EtBr) zugesetzt (Sharp et al., 1973). Die Banden werden dadurch mithilfe von UV-Licht (366 nm) sichtbar, da EtBr in doppelhelikaler DNA interkaliert (Waring, 1965). Alle Elektrophoresen wurden in Horizontal-Apparaturen (WIDE MINI-SUB® CELL GT und Sub-Cell Model 96, Bio-Rad Laboratories GmbH) durchgeführt. In Abhängigkeit von der zu erwartenden Fragmentgröße wurden 0,8 bis 2 %-ige Agarosegele im Elektrophoresepuffer (1 X TBE) verwendet. Die benötigte Agarosemenge für kleine (bzw. große) Gele wurde in destilliertem Wasser durch mehrmaliges Aufkochen im Mikrowellenherd (MW 9625, SEVERIN Elektro) gelöst. Nach Abkühlen auf 40 bis 50 °C wurden 80 ml (240 ml) 1 X TBE-Puffer und 6 μl (18 µl) EtBr-Stammlösung zugesetzt und die Lösung in einen geeigneten Gelträger gegossen und nach 30-minütigem Abkühlen in der mit 1 X TBE gefüllten Kammer platziert. Die Dichte der zu pipettierenden DNA-Menge wurde mit 1 X Blaupuffer erhöht und anschließend aufs Gel aufgetragen. Die Fragmentgröße sowie die DNA-Konzentration lassen sich unter UV-Licht durch Vergleich mit einem gesondert in eine Geltasche aufgetragenen DNA-Längenstandard abschätzen. Zur Dokumentation wurde das Gel Doc™ XR System (Bio-Rad Laboratories GmbH) eingesetzt. 
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3.2.8 Quantitative PCR (qPCR) Die quantitative PCR (qPCR) wurde zur Verifikation der Kopienzahlveränderungen und Segregationsanalyse genutzt. Der prinzipielle Ablauf gleicht der beschriebenen PCR (Kapitel 3.2.7). Ein wichtiger Unterschied ist die Zugabe von SYBR Green zum Reaktionsgemisch, ein asymmetrischen Cyanin-Farbstoff, der in doppelsträngige DNA interkaliert (Wittwer et al., 1997). Durch diese Interaktion erhöht sich nach jedem Amplifikationszyklus die detektierbare Fluoreszenzintensität, die gemessen wird. Durchgeführt und analysiert wurden die Reaktionen in einem ABI Prism®7900HT Fast Real-Time PCR System (TaqMan) von Life Technologies Corporation. Dieses misst die vorhandene Fluoreszenz nach jedem Zyklus und bildet den Ct-Wert (Cycle Threshold). Der Cycle Threshold ist der Zyklus bzw. Zeitpunkt, an dem die Fluoreszenzzunahme die exponentielle Phase erreicht und sich von der Hintergrundfluoreszenz absetzt. Der Ct-Wert wird anhand eines Schwellenwertes, der für alle Proben gleich ist, automatisch ermittelt.  
3.2.8.1 qPCR-Reaktionsansatz und-bedingungen Die verwendeten Primer wurden nach Möglichkeit in kodierenden Genabschnitten und ausschließlich mit in Tab. 9 aufgeführten Parametern in Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/) entworfen. Alle anderen Kriterien wurden entsprechend Kapitel 3.2.6 berücksichtigt. 
Tab. 9: Primer3-Parameter zur Auswahl der qPCR Primer-Paare  Minimum Optimum Maximum 
PCR Produktgröße ]bp] 120  150 
Länge der Primer [b] 18 20 27 
Schmelztemperatur [C] 57 60 61 
GC-Gehalt [%] 20 40 60  Alle Primerpaare wurden zunächst unter Verwendung einer Kontroll-DNA durch eine PCR getestet und auf ein Agarosegel aufgetragen. Da SYBR Green in jede doppelsträngige DNA interkaliert, sollte so eine Verfälschung der qPCR-Analyse aufgrund von Primer-Dimeren vermieden werden. 
3 Material und Methoden 41  Die qPCR-Experimente wurden jeweils in einer 384er Mikrotiterplatte durchgeführt. So konnte der minimale Reaktionsansatz von 10 µl realisiert werden (s. Tab. 10). 
Tab. 10: 10 µl qPCR-Reaktionsansatz mit SYBR Green  Menge [µl] 
DNA (10 ng/µl) 2,0 
Primer F (50 pmol) 0,4 
Primer R (50 pmol) 0,4 
SYBR Green Master Mix 5,0 
Destilliertes Wasser Ad 10 
  
3.2.8.2 Schmelzkurve SYBR Green interkaliert unspezifisch in jede doppelsträngige DNA. Daher ist es besonders wichtig, spezifische Primer auszuwählen, um die Bildung von Primer-Dimeren zu vermeiden. Zur Überprüfung der Spezifität der Ergebnisse wird am Ende jeder PCR zusätzlich eine Schmelzkurve ermittelt. Dazu wird die Temperatur erhöht, bis die DNA an einem spezifischen Schmelzpunkt schmilzt und SYBR Green I freigesetzt wird. Die dadurch entstehenden Fluoreszenzunterschiede werden gemessen. In Abhängigkeit von der Größe des DNA-Abschnittes und seines GC-Gehalts unterscheiden sich die Schmelztemperaturen verschiedener DNA-Abschnitte. Anhand der Schmelzkurven kann analysiert werden, wie lang das amplifizierte DNA-Produkt ist und wie viele verschiedene DNA-Produkte in der Reaktion entstanden sind. Befinden sich unspezifische Nebenprodukte in der Reaktion, so erkennt man dies am Vorliegen von zusätzlichen Fluoreszenzspitzen in der Schmelzkurve.  
3.2.8.3 Auswertung ΔΔCt-Methode  Ausgewertet wurden die Daten mithilfe der ΔΔCt-Methode (Livak & Schmittgen, 2001). Diese Methode wurde am Institut für Humangenetik in Bonn von Herrn Alexander Zink etabliert und an dieser Stelle vorgestellt. Bei jeder Art von qPCR ist genaues Arbeiten essentiell, da schon geringe Konzentrationsunterschiede zwischen DNA von Patienten und Kontrollpersonen zu einer Verfälschung der Ergebnisse führen können. Trotz genauen Arbeitens sind jedoch Pipettierfehler und Konzentrationsunterschiede nicht ganz zu vermeiden. Daher wurden zur Kalibrierung der Ergebnisse endogene Kontrollen (HKGs=House Keeper Genes) benutzt. Diese internen Kontrollen sollten mit einer hohen 
42 3 Material und Methoden  Wahrscheinlichkeit in zwei Kopien im Genom vorliegen und ubiquitär exprimiert werden. In der ΔΔCt-Methode wurde daher der Ct-Wert der internen Kontrolle vom Ct-
Wert der Zielsequenz subtrahiert. (ΔCt = CtZ - CtHKG). Dies diente der Normalisierung der Ergebnisse. Während dieser Arbeit wurden BNC1 (basonuclin 1), CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) und RPP38 (ribonuclease P/MRP 38kDa subunit) als interne Kontrollen benutzt (s. Anhang A). Jeder Messwert wurde gegen alle drei internen Kontrollen normalisiert. 
Der ΔCt-Wert ist für eine Aussage über die Kopienzahl eines DNA-Abschnittes ohne Bezug zu einem Vergleichswert noch nicht ausreichend. Daher wurde der ΔCt-Wert des 
Patienten (ΔCtP) mit dem ΔCt-Wert mindestens einer phänotypisch unauffälligen Person 
(Referenz, ΔCtR) verrechnet (ΔΔCt=ΔCtP-ΔCtR). 2-ΔΔCt ergab die Anzahl an DNA-Zielabschnitten in der qPCR nach Normalisierung mit einer endogenen Kontrolle und im Verhältnis zu einer Referenz. Die Multiplikation 2 x 2-ΔΔCt ergab die relative Kopienzahl des gesuchten DNA-Abschnittes im Genom des Patienten im Verhältnis zu einer phänotypisch unauffälligen Person. Es ist überaus wichtig, dass die so ermittelte Kopienzahl relativ und nicht absolut zu interpretieren ist. Hatten sowohl Patient als auch Referenz drei Kopien eines DNA-Abschnittes, ergab sich mit der ΔΔCt-Methode die relative Kopienzahl von zwei. Um möglicherweise daraus resultierende Fehler zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Arbeit mit insgesamt vier Kontrollpersonen verglichen.  
3.2.9 Automatisierte Sanger-Sequenzierung Sanger-Sequenzierungen wurden nach dem von Sanger et al. (1977) entwickelten Verfahren des gezielten Kettenabbruchs von enzymatisch hergestellten DNA-Kopien benannt (Sanger et al., 1977). Einzelsträngige DNA wird mithilfe eines Primers in Gegenwart von DNA-Polymerase und den vier dNTPs analog einer PCR gezielt kopiert (McBride et al., 1989). Bei diesem als „cycle-sequencing“ bezeichneten Verfahren führt der Einbau von Didesoxyribonukleosidtriphosphaten (ddNTPs), die im Ansatz als limitierendes Reagenz vorhanden sind, zu einer zufälligen Termination der Polymerisierungsreaktion. Somit entsteht ein Gemisch unterschiedlich langer DNA-Ketten mit den entsprechenden ddNTPs an den Strangenden. Dieses Verfahren wurde so modifiziert, dass im Gegensatz zur herkömmlichen Methode, bei der die Primer 
3 Material und Methoden 43  radioaktiv markiert sind, fluoreszenzmarkierte ddNTPs eingesetzt werden (Smith et al., 1986). Da diese „Terminatoren“ (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) mit verschiedenen Farbstoffen markiert sind, die jeweils bei einer anderen Wellenlänge fluoreszieren, kann diese Reaktion auch in nur einem Ansatz stattfinden. Die neu synthetisierten DNA-Fragmente werden durch Hitzedenaturierung von der DNA-Matrix getrennt und in Gegenwart vom Polymer im Sequenzierungsapparat 3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation) elektrophoretisch aufgetrennt. Im Gel werden die mit den vier verschiedenen Fluoreszenzmarkern sequenzierten Proben in einer Kapillare aufgetrennt. In Form einzelner basenspezifischer Farbsignale passieren die Fragmente die Detektionsfront und werden direkt weiterverarbeitet und in Form eines Chromatogramms mit zugeordneten Basen gespeichert.  
3.2.9.1 Probenvorbereitung und Primer für die Sanger-Sequenzierung Amplifizierte PCR-Produkte wurden zunächst nach Herstellervorgaben mit dem AMPure Kit (Agencourt Bioscience Corporation) aufgereinigt. Für die Sanger-Sequenzierungsreaktion konnte anschließend (wenn nicht anders angegeben) ein normaler PCR-Primer als Sequenzierprimer genutzt werden (s. Anhang).  
3.2.9.2 Sanger-Sequenzierungsansatz und -Reaktionsbedingungen Da es sich beim „cycle-sequencing“ um eine PCR-analoge Reaktion handelt, konnten die gleichen Thermozykler wie bei der PCR benutzt werden. Es wurde ein 20 µl Ansatz bestehend aus den in Tab. 11 aufgeführten Komponenten verwendet. 
Tab. 11: Sanger-Sequenzierungsansatz  Menge [µl] 
Amplifiziertes PCR-Produkt 1,0 
Primer F (3,2 pmol) 1,0 
5x Sequencing Puffer 3,75 
BigDye 3.1 Mastermix 0,5 
Destilliertes Wasser Ad 20  Nach einer dreiminütigen Denaturierungsphase bei 95 °C wurden insgesamt 20 Wiederholungen der Reaktionsschritte Denaturierung, Annealing und Primer-Extension 
44 3 Material und Methoden  mit Kettenabbruch durchgeführt und nach Ende des letzten Zyklus auf 12 °C herunter gekühlt (s. Tab. 12). 
Tab. 12: Standardbedingungen für die „cycle-sequencing“-Reaktion 
Schritt Temperatur [°C] Zeit [Sec] 1 95 60 2 95 10 3 50 5 4 60 240 5 72°C 600 6 12 unendlich 24 Wiederholungen der Schritte 2 – 4. Abweichende Anneling- und Primer-Extensions mit Kettenabruch-Temperatur sind im Anhang entsprechend aufgeführt.  
3.2.9.3 Vorbereitung, Auftrennung und Verarbeitung der Sequenzierfragmente Die Sequenzierungsfragmente wurden anschließend nach Herstellervorgaben mit dem CleanSEQ Kit (Agencourt Bioscience Corporatio) aufgereinigt. 6 µl aufgereinigtes Fragment wurde mit 6 µl HPLC-Wasser verdünnt und im 16-Kapillar-Sequenzierautomat 3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies Corporation) sequenziert. Das emittierte Fluoreszenzsignal wurde dabei auf den angeschlossenen Computer übertragen und gespeichert. Dabei wurden mit der 3130xl Data Collector Software (Life Technologies Corporation) editierbare Chromatogramme sowie Sequenzdaten generiert, die auf einem anderen Computer mithilfe der Software Seq Man II (DNASTAR Inc.) analysiert wurden.  
3.2.10 Next Generation Sequencing (NGS) Die Ergebnisse der drei im Augenblick dominierenden NGS-Instrumente wurden in dieser Arbeit zu weiteren Analysen genutzt und werden im Folgenden kurz vorgestellt. In der Übersichtsarbeit von Metzker (2010) findet sich eine detaillierte Darstellung und Beschreibung dieser und weiterer, wenig verbreiteter Verfahren. Die Hauptunterschiede dieser drei Methoden sind unterschiedliche Kosten pro Base sowie die Generierung unterschiedlicher Leselängen, Fehlerraten sowie Fehlerprofile relativ zur Sanger-Sequenzierung und im Vergleich untereinander (Zhang et al., 2011). Übersichts-Tab. 13 vergleicht die technischen Merkmale. 
Tab. 13: Vergleich der drei verwendeten am Markt dominierenden NGS-Technologien 
Technologie Amplifikation Maximale Datendurchsatz Sequenzierung 
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Sequenzlänge Roche 454 GS FLX Titanium XLR701 Emulsions-PCR 600 Bp 450 Mb in 10 Stunden Pyrosequenzierung Illumina (Solexa) GAII2 Brücken-PCR 2x150 Bp 54-60 Gb in 14 Tagen Polymerase-basiert Sequenzierung während der Synthese ABI SOLiD V4-Sequenzierer3 Emulsions-PCR 75x35 Bp 10-15 Gb pro Tag Sequenzierung während der Ligation Herstellerangaben [Stand 26.12.2012] 1: http://454.com/products/gs-flx-system/index.asp#performance-tabbing; 2: http://www.illumina.com/systems/genome_analyzer_iix/performance_specifications.ilmn; 3: http://www.appliedbiosystems.com/absite/us/en/home/applications-technologies/solid-next-generation-sequencing/next-generation-systems.html.  Die kosteneffizienteste Strategie, mit gleichzeitig gesteigerter Effektivität zur Erhebung von NGS-Daten, war eine Anreicherung spezifischer Regionen (Bau et al., 2009; Ng & Kirkness, 2010; Rehman et al., 2010; Volpi et al., 2010), um daraus Ergebnisse für die vorliegende Arbeit zu generieren. Zum einen wurde für eine zielgerichtete Sequenzierung der Fokus auf alle proteinkodierenden Sequenzen (das funktionelle Exom; kurz: Exomsequenzierung) gelegt, da dafür nur etwa 5 % im Vergleich zum gesamten humanen Genom sequenziert werden müssen (Pussegoda, 2010; Senapathy et al., 2010). Dieser Ansatz verfolgt die generelle Detektion von krankeitsrelevanten Kandidatengenen. Zur Anreicherung wurde dabei von den Kooperationspartnern in Kiel und in Köln das kommerzielle SureSelect Human All Exon (38 MB) (Kit Agilent Technologies) eingesetzt. Zum anderen wurde eine zielgerichtete Sequenzierung einer ganzen krankheitsassoziierten Region (Kapitel 4.1.2.1) angestrebt, da sowohl alle involvierten Gene als auch die nicht kodierenden Bereiche analysiert werden sollten. Hier wurde von den Kooperationspartnern in Berlin eine Anreicherung der spezifischen Region mit dem kommerziellen System NimbleGen Sequence Capture (Roche) vorgenommen.  
3.2.10.1 Roche 454 GenomeSequencer FLX (GS-FLX) Titanium Instrument Der 454 GS (Roche) war im Jahr 2005 als erste kommerzielle Methode am Markt (Margulies et al., 2005) und ging aus 20-jährigen Vorarbeiten hervor (Nyrén & Lundin, 1985; Hyman, 1988; Ronaghi et al., 1996). Dem System liegt eine hochparallelisierte Pyrosequenzierung zu Grunde. Dabei wird bei der Synthese des zu untersuchenden 
46 3 Material und Methoden  DNA-Stranges nach jedem Nukleotideinbau Pyrophosphat freigesetzt und die hervorgerufene Lichtreaktion gemessen. In einer Wasser-Öl-Emulsions-PCR werden dafür zunächst Adapter-ligierte DNA-Fragmente einer bestimmten Größe amplifiziert. In jedem Öltröpfchen befindet sich jeweils eine winzige Kugel mit daran gebundenen spezifischen Primern, so dass parallel viele einzelne PCR-Reaktionen ablaufen. Die an diese Kügelchen gebundenen amplifizierten Produkte werden anschließend vom Öl gereinigt und in einen Glasfaserchip (PicoTiter-Platte) platziert. Eine Mischung von Enzymen (u. a. DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase und Luciferase) wird hinzugegeben und zur Sequenzierung im GS FLX System platziert. Die Platte wird anschließend zyklisch in definierter Reihenfolge mit Nukleotiden geflutet und die beim Nukleotideinbau freigesetzte Lichtintensität gemessen. Diese Methode stellt die qualitativ beste, aber auch kostenintensivste Methode dar. Da damit auch die längsten Sequenzen generiert werden können, ist sie besonders für die Bruchpunktdetektion geeignet (Droege & Hill, 2008). Die NGS-Analyse mit dem 454 GS FLX wurde von der Arbeitsgruppe von Dr. Bernd Timermann (Next Generation Sequencing Gruppe, MPI für Molekulare Genetik, Berlin) durchgeführt.  
3.2.10.2 Illumina (Solexa) Genome Analyzer (GA) Die Solexa Sequenzierungsplattform wurde im Jahr 2006 kommerzialisiert und von Illumina im Frühjahr 2007 erworben (Bennett, 2004; Bentley, 2006; Bentley et al., 2008).  Die Sequenzierungsmethode basiert zum einen auf einer reversiblen Farbstoff-Terminatoren-Nukleotid-Technologie. Zum anderen werden klonale Sequenzen, jeweils zu einem Cluster zusammengefasst, amplifiziert (bridge amplification). Bei diesem Verfahren werden die amplifizierten DNA-Moleküle durch fixierte Primer zuerst auf einer Fließzelle (flow cell) immobilisiert und auch das freie Ende wird durch eine Adaptersequenz an die Matrix gebunden. Um die an beiden Enden fixierte Sequenz zu determinieren, werden vier unterschiedliche fluoreszenzmarkierte reversible Terminator-Nukleotide hinzugegeben und erneut amplifiziert. Dies ist notwendig, um im Sequenzierungsprozess eine ausreichende Signalintensität zu erreichen, die von einer 
3 Material und Methoden 47  Kamera im GA detektiert werden kann, um daraus die amplifizierte Sequenz ermitteln zu können. Diese Methode ist kosteneffizienter, aber im Vergleich zur 454-Technologie zeitintensiver. Die verhältnismäßig schlechtere Qualität der detektierten einzelnen Sequenzen wird quantitativ ausgeglichen. Die NGS-Analyse mit dem GAII wurde am Cologne Center for Genomics (CCG) unter Leitung von Herrn Prof. Peter Nürnberg (Universität zu Köln) durchgeführt.  
3.2.10.3 Applied Biosystems (ABI) SOLiD System Das SOLiD Sequencing System wurde Ende 2007 eingeführt und basiert auf dem Hybridisierungs-Ligations-Prinzip (Shendure et al., 2005; Valouev et al., 2008). DNA-Fragmente werden in kleinen Öl-Tröpfchen zusammen mit Adapterkügelchen und den Amplifikationsreagenzien eingeschlossen und amplifiziert. Nach dieser Emulsions-PCR wird die amplifizierte DNA, die an die Adapterkügelchen gebunden ist, auf einem Glasträger fixiert und an Ankerprimer hybridisiert. Nach Zugabe von Oligonukleotid-Oktameren, die unterschiedlich fluoreszenzmarkiert sind, findet parallel eine zyklische Ligation statt. Hierbei wird die Fluoreszenzintensität kontinuierlich im ABI SOLiD Sequencing Sytem gemessen, wodurch die Sequenz ermittelt werden kann. Als Nachteil werden die kurzen Sequenzenabschnitte gesehen, der aber durch das Abgleichen gegen bekannte Sequenzen, wie es beim humanen Genom größtenteils möglich ist, kompensiert werden kann. Die im Vergleich zur 454-Technologie geringe Qualität wird, wie bei der Solexa-Technologie, durch Quantität kompensiert und stellt zudem eine weniger kostenintensive Methode dar. Durchgeführt wurden die Analysen unter Verwendung des SOLiD Systems am Institut für Klinische Molekularbiologie unter Leitung von Prof. Andre Lange an der Christian-Albrecht-Universität zu Kiel.  
3.2.11 Ganzpräparat in situ Hybridization (WISH) Die Ganzpräparat in situ Hybridisierung (WISH; whole-mount in situ Hybridizsation) wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Bernhard G. Hermann (Abteilung für Entwicklungsgenetik, MPI für Molekulare Genetik, Berlin) nach Standardprotokoll 
48 3 Material und Methoden  (Chotteau-Lelièvre et al., 2006) durchgeführt. Die WISH diente dem Nachweis einer Genexpression im krankeitsrelevanten uro-rektalen Gewebe von Mausembryonen. Dazu hybridisierten künstlich hergestellte Sonden an die gewünschte mRNA des jeweils zu untersuchenden Gens.  
3.2.12 Powerplex® 16-System zur Bestätigung der Elternschaft Im menschlichen Genom finden sich in vielen Bereichen hintereinander gelagerte Wiederholungen von kurzen Nukleotidmotiven, sogenannte Mikro-Satelliten (STR; short tandem repeats). Besonders polymorphe längere STRs helfen die Vererbung eines Allels nachzuweisen. Das PowerPlex® 16-System (Promega) ist ein Multiplex-STR-System für eine solche DNA-Typisierung und kann mit einer 99 %-igen Wahrscheinlichkeit eine mögliche Elternschaft abklären. Das System ermöglicht eine Co-Amplifikation von sechzehn Regionen unter Verwendung von fluoreszenzmarkierten Primern. Nach Herstellervorgaben wurden alle sechzehn Regionen gleichzeitig in einem einzigen Reaktionsgefäß amplifiziert. Die unterschiedlich großen Amplikons wurden anschließend mit dem 3130xl Genetic Analyzers (Life Technologies Corporation) aufgetrennt. Eine automatische Zuweisung der Genotypen der Patienten und deren Eltern erfolgte anschließend mit der Genotyper®-Software (Life Technologies Corporation).  
3.2.13 Auswahl der Verifikationsmethoden Jeder mittels SNP-Array (Kapitel 3.2.4) detektierte und priorisierte CNV wurde durch qPCR-Experimente (Kapitel 3.2.8) verifiziert. Dabei wurde (wenn DNA der Eltern vorhanden war) gleichzeitig eine Segregationsanalyse durchgeführt. Es wurden für jeden zu überprüfenden CNV jeweils drei spezifische Sonden ausgewählt, die repräsentativ am Anfang, in der Mitte und am Ende der zu detektierenden Region platziert wurden. Als Sonde wird die zu amplifizierende Sequenz eines qPCR-Primerpaars verstanden. Diese flexible Methode stellt bei der Analyse von Einzelfamilien das kostengünstigste Verfahren dar. Obwohl der Bedarf an DNA und der Zeitaufwand größer ist, überwiegt der Kostenvorteil im Vergleich zu alternativen Analysemethoden. 
3 Material und Methoden 49  Abweichend hiervon wurde der Erstbefund auf Chromosom 22 in der Region 22q11.21 mittels MLPA (Kapitel 3.2.5) verifiziert und hinsichtlich der Vererbung analysiert. Grund war zum einen die Verfügbarkeit eines kommerziellen Kits für diese Region und die damit verbundene Reduktion der Kosten, des Zeitaufwandes und des DNA-Verbrauchs. Aberrationen in der genetischen Region 22q11.21 wurden bei den Folgeuntersuchungen in der BEEK-Kohorte zunächst mithilfe von MLPA-Analysen detektiert und identifizierte Mikroduplikationen bei den Eltern ebenfalls mittels MLPA untersucht sowie beim Patienten mittels einem SNP-Array verifiziert, um die Bruchpunkte genauer eingrenzen zu können (Kapitel 3.2.4).  
3.3 Bioinformatische und statistische Methoden Dieses Kapitel stellt Methoden und Programme vor, die zur weiterführenden Analyse von CNV- und Sequenzierungsbefunden zum Einsatz gekommen sind.  
3.3.1 GenomeStudio (GS) GenomeStudio (GS) ist ein von der Firma Illumina entwickeltes Softwarepaket. Damit können die generierten SNP-Array-Daten (Kapitel 3.2.4) ausgewertet werden. Grundlage für die Analysen sind die gemessenen Intensitäten der beiden Allele: dabei unterscheidet GS bei einem Marker nur zwischen A- und B-Allel. Das A-Allel entspricht den rot markierten Nukleotiden A oder T und das B-Allel den grün markierten Nukleotiden G oder C. Diese Rohwerte werden in fünf Schritten normalisiert (Peiffer et al., 2006) und bilden die Grundlage für die Interpretation der genotypisierten Daten. Aus den normalisierten Intensitätsdaten können die relevanten Daten für die CNV-Analyse ermittelt werden. Dabei handelt es sich um die B-Allel Frequenz (BAF) und das Log-R Ratio (LRR).  
3.3.1.1 B-Allel Frequenz (BAF) BAF beschreibt den Genotyp eines Markers einer Person. Nach der Normalisierung der Rohdaten erfolgt eine Auftragung in einem polaren Koordinatensystem zusammen mit 
50 3 Material und Methoden  dem Referenzdatensatz von Illumina (Peiffer et al., 2006). Proben mit gleichem Genotyp (AA, AB oder BB) werden zu Clustern zusammengefasst. Die BAF einer Probe ist die Winkelabweichung eines Signals vom reinen A-Allel-Signal für den jeweiligen Marker, korrigiert für die Position der Probe innerhalb des Genotyp-Clusters. Die BAF gibt damit die allelische Zusammensetzung mit einem kontinuierlichen Wert zwischen 0 und 1 an. Dabei hat der Genotyp AA eine BAF von 0, der Genotyp AB eine BAF von 0,5 und BB einen Wert von 1. Die experimentell ermittelten Werte können leicht von diesen theoretischen Werten abweichen.  
3.3.1.2 Log-R-Ratio (LRR) Das Log-R-Ratio (LRR) ergibt sich aus dem Verhältnis der gemessenen Intensität der jeweiligen Probe zu einer Referenz von Illumina (Peiffer et al., 2006). Die Intensität spiegelt das gemessene Fluoreszenzsignal wider. Ein LRR von 0 impliziert demnach eine gleich gemessene Intensität im Vergleich zur Referenz. Wird bei einer Probe ein Marker vergleichsweise mit einer höheren (niedrigeren) Intensität gemessen, wird ein LRR größer (kleiner) 0 ermittelt. Auch diese theoretischen Werte sind experimentellen Schwankungen unterworfen.  
3.3.1.3 CNV Detektion in GS Die beiden zuvor beschriebenen Werte BAF und LRR lassen in Kombination eine Interpretation hinsichtlich der Kopienzahl der zu untersuchenden Probe zu. Liegt keine Veränderung der Kopienzahl (i. d. R. zwei Kopien) im Vergleich zur Referenz einer zu untersuchenden Probe vor, streut die BAF in drei Clustern um 0, 0,5 und 1 und das LRR um 0. Dies veranschaulicht die GS-Abbildung (s. Abb. 6). Bei einer Deletion in einer untersuchten Probe ist die Zahl der Allele in der betroffenen chromosomalen Region im Vergleich reduziert. Dadurch verringert sich auch die gemessene Intensität der analysierten Marker und das LRR ist kleiner als 0. Die BAF streut bei heterozygoten Deletionen entweder um 0 oder 1 (s. Abb. 12). Bei homozygoten Deletionen ist das LRR noch kleiner und es dürfte theoretisch kein Signal für die BAF ermittelt werden. Da jedoch die markerspezifischen Siliziumkugeln auch ohne hybridisierte DNA teilweise eingefärbt werden, entstehen Artefakte. Die BAF der 
3 Material und Methoden 51  Marker in einer homozygoten Deletion verteilt sich daraus resultierend zufällig zwischen 0 und 1, ohne dabei ein erkennbares Cluster zu bilden.  
 
Abb. 6: GenomeStudio Darstellung von Chromosom 5 ohne Kopienzahlveränderung Das Chromosomenideogramm unten verdeutlicht die genomische Position auf Chromosom 5 in Beziehung zur Markerannotation im Referenzgenom. Die auf dem HumanOmni1-Quad BeadChip (Illumina) genotypisierten Marker werden durch blaue Punkte repräsentiert. Das Log-R-Ratio (LRR) ist oben aufgetragen. Das LRR streut um 0 und weist eine gleich gemessene Intensität im Vergleich zur Referenz auf. Darunter ist die B-Allel Frequenz (BAF) aufgetragen. Die BAF streut in drei Clustern und repräsentiert um 0 den Genotyp AA, um 0,5 den Genotyp AB und um 1 den Genotyp BB.  Eine Duplikation liegt vor, wenn die Anzahl der Allele einer Probe im Vergleich erhöht ist. Das LRR steigt durch die vergleichsweise erhöhte gemessene Intensität der betroffenen Marker an und ist größer 0. Die Verteilung der BAF hängt von der Art der Duplikation ab: Ist nur eines der beiden Allele dupliziert, streut die BAF resultierend aus der theoretischen Verteilung der zu erwartenden vier Genotypen um 0 (für den Genotyp AAA), 0,33 (AAB), 0,67 (ABB) und 1 (BBB). Diese charakteristische BAF-Clusterverteilung wird in Abb. 8 veranschaulicht. Bei Multiplikationen (komplexeren Duplikationen) steigen entsprechend auch die möglichen Kombinationen der Genotypen und damit auch die zu erwarteten BAFs. Dabei ist die theoretische Zahl der BAF-Cluster um eins größer als die tatsächliche Kopienzahl.  
3.3.1.4 Ermittlung der Abstammung in GS Wurden auf dem gleichen SNP-Array-Typ neben dem Patienten auch die Eltern genotypisiert, konnten die erhobenen Allelinformationen hinsichtlich der Verteilung der BAF ausgewertet werden. Dafür wurde in GS eine Analyse der Vererbung (durch die Ausgabe des „Reproducibility and Heritability Reports“) durchgeführt, bei der versucht wurde, jede einzelne Markerinformation vom Patienten den entsprechenden Markern der Eltern zuzuordnen. Wenn dies für mindestens 99,9 % der Marker gelang, galt die 
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3.3.2 Genomweite Detektion von CNVs mittels QuantiSNP Die im Kapitel 3.3.1 vorgestellte visuelle Inspektion und Beurteilung aller CNVs in GS war in der zu untersuchenden Patientenkohorte nicht zu leisten. Zudem wäre keine vollständige Beurteilung von kleinen CNV-Ereignissen möglich gewesen. Daher sollte die systematische CNV-Analyse Algorithmus-basiert unter Verwendung eines Computerprogrammes erfolgen. Es sind unterschiedliche statistische Modelle zur CNV-Detektion von genomweiten SNP-Array-Daten verfügbar und beinhalten u. a. Hidden Markov Modelle (Colella et al., 2007; Wang et al., 2007), Segmentierungsalgorithmen (Hupé et al., 2004; Olshen et al., 2004), t-Tests und Standardabweichung des LRR (Fiegler et al., 2006). Die verschiedenen Algorithmen zur Detektion einer Veränderung der Kopienzahl können in Abhängigkeit der Parameteroptimierung zu signifikanten Unterschieden bei der CNV-Erkennung und damit zu Komplikationen in der nachfolgenden Interpretation führen (Alkan et al., 2011). Dellinger et al. (2010) haben sieben Programme unter Verwendung von echten Illumina-Daten sowie simulierten Illumina, Affymetrix und plattformunabhängigen Daten evaluiert. Nach Auswertung der statistischen Teststärke, der Falsch-Positiv-Rate und dem Programmverhalten im Betrieb wurden im Vergleich mit QuantiSNP die besten Ergebnisse bei der CNV-Detektion erzielt (Dellinger et al., 2010). Auch in einer zweiten Vergleichsstudie wurde QuantiSNP mit am besten beurteilt (Winchester et al., 2009). QuantiSNP wurde speziell für Daten der Illumina-Plattform entwickelt und verwendet die BAF und das LRR, um mittels eines objektiven Bayes HMMs putative CNVs systematisch vorherzusagen (Colella et al., 2007). QuantiSNP errechnet für jeden erkannten CNV ein Wahrscheinlichkeitsmaß, den logBayes-Faktor (logB). Der logB wird durch die Anzahl der SNPs und der genomischen Größe in einem putativen CNV sowie der gesamten Abweichung der LRR von 0 und von den erwarteten BAF aller SNPs in einem putativen CNV beeinflusst. Je höher der logB ist, desto wahrscheinlicher handelt es sich um eine wahre Kopienzahlveränderung und nicht um ein technisches Artefakt. Im Umkehrschluss können kleine logB auf Falsch-Positive-Befunde hindeuten. Die Entwickler des Programmes schlagen einen logB 30 als Schwellenwert ab der Version 
3 Material und Methoden 53  2.0 vor (https://sites.google.com/site/quantisnp/howto). Das bedeutet, dass mit einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit (Falsch-Positiv-Rate von > 1 %) alle CNVs über einem logB 30 ein wirkliches CNV-Ereignis darstellen. In dieser Arbeit wurde ein niedrigerer Schwellenwert von logB 7 festgelegt. So konnte einerseits die Falsch-Negativ-Rate weiter verringert werden, aber anderseits erhöhte sich auch die Anzahl der zu verifizierenden CNVs und der falsch positiven Treffer.  
3.3.3 Einschätzung der biologischen Relevanz von CNVs Es wurde für jede analysierte Person eine zu erwartende hohe Anzahl CNVs (Kapitel 1.2.1) detektiert. Entscheidend war daher eine möglichst sichere Beurteilung der Frequenz und der Funktion der betroffenen Gene. Daher wurden interne Kontrolldaten (Kapitel 3.3.3.1) und öffentlich zugängliche Datenbanken (Kapitel 3.3.3.2 - 3.3.3.5) für eine erste Selektion herangezogen.  
3.3.3.1 Nicht öffentlich zugängliche interne Kontrollkollektive Für die Analysen standen unterschiedliche Kontrollkollektive zur Verfügung. Das umfangreichste Kollektiv stellte das Heinz Nixdorf Recall (HNR) Kollektiv dar. Für das HNR-Kollektiv wurden populationsbasierte Personen aus Städten im Ruhrgebiet zur Untersuchung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen prospektiv rekrutiert (Schmermund et al., 2002). Auf dem HH550 wurden 383 HNR-Kontrollen genotypisiert und QuantiSNP-Daten erhoben. Von 792 HNR-Kontrollen wurden QuantiSNP-Daten basierend auf der Genotypisierung auf dem OMNI berechnet, wovon 531 zur Filterung mit Cartagenia herangezogen wurden. Für Frequenzanalysen mit türkischer Ethnizität standen 187 gesunde Personen zur Verfügung. Neben den Patientenkollektiven, die im Rahmen von CURE-Net aufgebaut werden konnten, wurden 62 Patienten von Dr. Stefanie Weber (Pädiatrische Nephrologie Universitätsklinikum Essen und Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Zudem wurden bei den NGS-Analysen in Kiel und Köln ebenfalls Daten hauseigener Exomkontrollen zur Reduktion der gefundenen Varianten verwandt. 
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3.3.3.2 Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using 
Ensembl Resources (DECIPHER) Das Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources) DECIPHER-Projekt (http://decipher.sanger.ac.uk) wurde im Jahr 2004 mit dem Ziel initiiert, in internationaler Zusammenarbeit Genotyp-Phänotyp-Assoziationen in Patienten mit Entwicklungsstörungen zu identifizieren und öffentlich zur Verfügung zu stellen (Firth et al., 2009). DECIPHER katalogisiert zudem frequente Kopienzahlveränderungen in der normalen Bevölkerung, um damit nach dem Ausschlussprinzip neue und potenziell pathogene Veränderungen zu identifizieren. DECIPHER ist strategisch positioniert, um für die klinische Diagnostik und genomische Forschung zukünftig neben den bereits implementierten strukturellen Variations- und Phänotyp-Daten auch Daten über Sequenzvariationen zu integrieren (Swaminathan et al., 2012). In der Datenbank sind CNVs von 21.079 Patienten und 65 verschiedene Syndrome unter Beteiligung von 248 (genetischen) Zentren erfasst (Stand 24.12.2012). Sie stellt damit die mit Abstand größte öffentlich zugängliche CNV-Datenbank mit Phänotypbeschreibung dar. Daher bot sich DECIPHER in der vorliegenden Arbeit als ein Instrument zur weiteren Analyse von detektierten CNVs an.  
3.3.3.3 Database of Genomic Variants (DGV) Auf die DGV (Iafrate et al., 2004) wurde bereits im Kapitel 1.2.1 eingegangen. Mit 292.693 CNVs, berichtet in 53 Studien (Stand: 04.01.2013), stellt die DGV die größte öffentlich zugängliche Datenbank (http://dgvbeta.tcag.ca/dgv/app/home?ref=NCBI36/ hg18) für CNVs in gesunden Kontrollpersonen dar. In dieser Arbeit wurde die DGV eingesetzt, um detektierte CNVs in Patienten als benigne Variante/Polymorphismus zu identifizieren und auszuschließen.  
3.3.3.4 University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser Der University of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser (Kent et al., 2002) bietet einen öffentlichen Onlinezugang (http://genome.ucsc.edu/) zu einer ständig 
3 Material und Methoden 55  wachsenden Datenbank genomischer Sequenzen und Annotationen für eine Vielzahl von Organismen. Der Browser ist ein integriertes Tool für die Visualisierung, den Vergleich und die Analyse sowie das Teilen öffentlich zugänglicher und benutzergenerierter genomischer Datensätze (Meyer et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde die von den Genotypisierungschips verwendete Referenz des NCBI build 36 [hg18] genutzt. Der UCSC Genome Browser wurde vor allem für die Überprüfung einer Involvierung von RefSeq-Genen mit spezifischen CNVs genutzt. Außerdem wurden die integrierten Datenbanken DGV und DECIPHER zur Analyse spezifischer Regionen hinsichtlich bereits berichteter CNVs als Ausgangsinformation für direkte Analysen in den jeweiligen Datenbanken verwendet. Es wurde ebenfalls von der Möglichkeit Gebrauch gemacht, eigene Daten in der grafischen Oberfläche darzustellen, um Übersichtsabbildungen der assoziierten CNV-Regionen im Ergebnisteil zu generieren.  
3.3.3.5 Mouse Genome Informatics (MGI) Datenbank Die Mouse Genome Informatics (MGI) Datenbank ist eine umfassende Mausmetadatenbank (Finger et al., 2011; Begley et al., 2012; Eppig et al., 2012) und wird vom „Jackson Laboratory“ (Bar Harbor, Maine, USA) öffentlich zugänglich (http://www.informatics.jax.org) bereitgestellt. Die MGI ist die wichtigste Online-Datenbank, in der Informationen über das Genom und den Stoffwechsel der Hausmaus (Mus musculus) gesammelt und frei verfügbar gemacht werden (Bult et al., 2013). In dieser Arbeit wurden im Zusammenhang mit uro-rektalen Malformationen identifizierte Gene unter Verwendung der MGI-Datenbank, falls Informationen vorlagen, hinsichtlich ihrer Expression abgeglichen.  
3.3.4 Cartagenia Bench™ Sofware (Cartagenia) Die Cartagenia Bench™ Software (Cartagenia) ist eine Internetbrowser-basierte Datenbank, die lokal auf dem Server der Humangenetik in Bonn gespeichert ist. Die Integration verschiedener Datenbanken, wie z. B. RefSeq-Gene und hausinterner CNV-Kontrolldaten, ermöglichten eine semiautomatisierte Datenverarbeitung der erhobenen 
56 3 Material und Methoden  QuantiSNP-Daten. Dafür wurden die zu filternden Daten in das System geladen und konnten auf einer benutzerfreundlichen Oberfläche weiterverarbeitet werden.  
3.3.5 Auswertung und computerbasierte Analyse der NGS Daten Die in Kiel, Berlin und Köln mittels NGS-Technologien erhobenen Daten wurden in den jeweiligen bioinformatischen Arbeitsgruppen ausgewertet und aufbereitet.  
3.3.6 Prädiktionsprogramm (PS)2-v2 zur Vorhersage der Proteinstruktur Es gibt viele unterschiedliche Prädiktionsprogramme zur Vorhersage der Proteinstruktur. Aufgrund der benutzerfreundlichen Handhabung, der schnellen Berechnung und dem guten Vergleichsergebnis gegen 71 verschiedene Server (CASP8 Experiment; http://predictioncenter.org/casp8/index.cgi) wurde für die Analyse der Auswirkung einer Stoppmutation auf die Proteinstruktur das Programm (PS)2-v2 (Chen et al., 2009) verwendet. Der Server findet sich unter der Adresse http://ps2v2.life.nctu.edu.tw/index.php. Es musste zunächst die entsprechende Proteinsequenz für den Wildtyp (WT) und der Mutante (M) im FASTA Format eingegeben werden. Als Vorlage wurde dann manuell aus der Protein-Datenbank (PDB; http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) die entsprechende ID herausgesucht und eingegeben. Die berechneten Strukturen für WT und M wurden anschließend mit Jmol (v13) visualisiert und verglichen.  
3.3.7 Prädiktionsprogramme zur Interpretation detektierter Varianten Die detektierten Varianten aus der Sanger-Sequenzierung und der NGS-Ergebnisse wurden, wenn daraus ein möglicher Aminosäureaustausch resultiert, mit unterschiedlichen Prädiktionsprogrammen beurteilt. Die Programme stellen nur ein Hilfsmittel bei der Beurteilung einer Variante dar und liegen jeweils verschiedenen Algorithmen zu Grunde. Diese in situ Beurteilung lässt nicht grundsätzlich auf eine in 
vivo Auswirkung der zu beurteilenden Variante schließen. Es wurden für die Analyse der Varianten die internetbasierten Programme MutationTaster (Schwarz et al., 2010), PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2010) und MutPred (Li et al., 2009) verwendet. Alle drei 
3 Material und Methoden 57  Programme beurteilen die Varianten qualitativ und quantitativ. Qualitativ werden die überprüften Varianten in drei Klassen eingeteilt: benigne (Polymorphismus), möglicherweise schädlich sowie wahrscheinlich schädlich. Zudem wird, basierend auf den unterschiedlichen Algorithmen, eine quantitative Wahrscheinlichkeit zw. 0 und 1 angegeben.  
3.4 Durchführung der Analysen Die CNV-Analysen wurden bei ARM-Patienten für komplette Trios (Patienten mit gesunden Eltern) durchgeführt. Durch den Trio-Ansatz wurde eine genomweite de novo Analyse zur Eingrenzung der berechneten CNVs ermöglicht. Der Schwerpunkt wurde bei ARM auf Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation gelegt, da bei syndromalen ARM-Formen mehr ursächliche CNVs erwartet wurden als bei isolierten Formen. Bei dem Gros der BEEK-Patienten wurde auf eine Genotypisierung der Eltern verzichtet, da im Verlauf der Untersuchungen ein ausreichend großes Kontrollkollektiv zur Verfügung stand, mit dem benigne CNV effizient gefiltert werden konnten. Zusätzlich wurden, weltweit einzigartig, acht konsanguine Kernfamilien mit einem BEEK-Patienten im Trio-Ansatz analysiert. Aufgrund von Vorbefunden wurden beim BEEK und PBS ausgewählte NGS-Analysen durchgeführt. Die Kopplungsbefunde einer PBS-Familie und einer KBE-Familie wurde im Vergleich zur Sangersequenzierung eine kostengünstige Exomsequenzierung durchgeführt. Acht KBE-Patienten wurden region-spezifisch mittels NGS resequenziert. Zudem wurden systematische Sanger-Sequenzierungs-Analysen parallel zu den anderen Untersuchungen an ausgewählten Kandidatengenen bei Patienten mit isoliertet und syndromaler ARM und BEEK durchgeführt.  
3.5 Filterkriterien für die CNV-Analyse In diesem Kapitel werden die unterschiedlichen Filterkriterien und -strategien beschrieben. Kam es im Rahmen der CNV-Analyse zu Abweichungen von den allgemeinen Filterschritten, wurde dies im Ergebnisteil dokumentiert. Filterschritte waren grundsätzlich nötig, um Falsch-Positive Befunde zu reduzieren, polymorphe CNVs 
58 3 Material und Methoden  zu detektieren und möglichst nur potentiell pathogene CNVs in weitere Analysen von Kandidatenregionen einzuschließen. Dafür sollten nur CNVs berücksichtigt werden, die kodierende Gensequenzen betreffen und zudem nicht vererbt wurden (de novo).   
 
Abb. 7: CNV-Filterschritte von der Genotypisierung bis zur Kandidatenregion Genomweite Genotypisierungsdaten wurden mittels verschiedener SNP-Array Generationen der Firma Illumina erhoben, die nach einer Qualitätskontrolle in die CNV-Berechnung durch QuantiSNP eingeflossen sind. Nach diversen Filterschritten mithilfe von Cartagenia, dem UCSC browser, GenomeStudio, weiterer Datenbanken und der anschließenden Verifikation und Überprüfung der Segregation verbleiben am Ende potentielle Kandidatenregionen. Der nach unten zusammenlaufende Pfeil an der rechten Seite verdeutlicht die abnehmende CNV-Anzahl nach jedem Filterschritt. Einige Filterschritte erfolgten unter Verwendung von Cartagenia bzw. dem UCSC Genome Browser halbautomatisiert. Abb. 7 beschreibt die mögliche Filterung unter Berücksichtigung der aufgeführten Filterschritte. 
 
1. Qualitätskontrolle der SNP-Array Daten 
3 Material und Methoden 59  Ein einfaches Maß zur Erfassung der Qualität der erhobenen Genotypisierungsdaten stellt die sogenannte Call-Rate dar. Diese wurde in GS ermittelt und führte zum Ausschluss von Proben, die einen Schwellenwert von 98 % unterschritten. Dies bedeutet, mindestens 98 % der Marker auf dem verwendeten SNP-Array mussten bei jeder Probe erfolgreich genotypisiert werden, damit die jeweilige Probe in die weitere Analyse eingeschlossen wurde. Ein Teil der Filterschritte erfolgte unter Verwendung von Cartagenia oder dem UCSC Genome Browser. 
2. log Bayes Faktor (logB)-Filter In Kapitel 3.3.2 wurde der logB vorgestellt. Der Ausschluss von Falsch-Positiven Ereignissen sollte vermieden werden; daher wurde als Schwellenwert ein logB 7 festgelegt (Engels et al., 2009) und mithilfe von Cartagenia gefiltert. Der daraus resultierende Einschluss von Falsch-Negativen putativen CNVs wurde dafür toleriert. 
3. Anzahl der Marker QuantiSNP setzt mit dem Bayes-HMM eine Folge von Markerdaten als Voraussetzung für die Berechnung eines putativen CNVs. In dieser Arbeit wurden nur CNVs weiter berücksichtigt, die mindestens drei konsekutive Marker beinhalten. Das Herausfiltern von detektierten CNVs mit nur einem oder zwei betroffenen Markern erfolgte mittels Cartagenia. 
4. Geninhalt Ziel dieser Arbeit war es u. a. CNVs zu detektieren, die Gene beinhalten. Daher wurden unter Verwendung von Cartagenia nur CNVs für weitere Analysen eingeschlossen, die intergenisch oder maximal 10.000 Bp entfernt von einem Gen detektiert wurden. Vor der visuellen Überprüfung in GS wurde zusätzlich mittels des UCSC Genome Browsers (im Filterschritt 8) feingefiltert und nur CNVs weiter berücksichtigt, die unmittelbar kodierende Gensequenzen (gelistet in RefSeqGen) betreffen. 
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5. De novo Filter (alternativ im Verifikationsschritt) Sofern eine Genotypisierung der gesunden Eltern erfolgte, wurden vererbte CNVs mittels Cartagenia ausgeschlossen. So detektierte (mögliche) de novo CNVs wurden mittels qPCR-Analyse erneut hinsichtlich des de novo Status überprüft (s. Filterschritt 11). 
6. Längenfilter Eine Filterung der CNV-Daten wurde spezifisch auf die jeweilige Fragestellung angepasst. Dabei konnte im Trio-Ansatz unter Verwendung des OMNI SNP-Array sogar völlig auf eine Größenfilterung verzichtet werden. 
7. Kontrollkollektive Als Kontrollkollektiv standen zunächst hausinterne CNV-Kontrolldatensätze zur Verfügung (Kapitel 3.3.3.1). Diese konnten mittels Cartagenia für den entsprechenden Filterschritt abgerufen werden. Darüber hinaus wurde die Frequenz aller bisher verbliebenen CNVs unter Verwendung des UCSC Genome Browsers in DGV (Kapitel 3.3.3.3) und DECIPHER (Kapitel 3.3.3.2) händisch überprüft und verworfen, falls diese in mindestens fünf unabhängigen Studien mit ähnlicher Auflösung in DGV oder durch mind. drei unterschiedliche Einträge in DECIPHER mit einem komplett abweichenden Phänotyp beschrieben wurden. 
8. Ausschluss von LCR-Regionen und konstitutivem Heterochromatin Mittels UCSC Genome Browser wurden CNVs ausgeschlossen, die komplett in Regionen mit LCRs oder konstitutivem Heterochromatin lagen. Hier ist zum einen keine spezifische Primerbindung für die qPCR-Analyse möglich und zum anderen kann davon ausgegangen werden, dass in diesen Regionen keine kopienzahlsensitiven bzw. transkribierten Gene liegen. 
9. GenomeStudio (GS)-Filter Die verbleibenden, von QuantiSNP berechneten, putativen CNVs wurden einer visuellen Kontrolle in GS unterzogen, um möglichst viele Falsch-Positiv-Befunde von der Validierungsanalyse auszuschließen. 
10. Datenbankrecherche zur Beurteilung der Genfunktion  Betroffene Gene wurden hinsichtlich ihrer bekannten Funktion und ihrer Expression im uro-rektalen Gewebe in öffentlich zugänglichen Datenbanken (GeneCards, KEGG, MGI, 
3 Material und Methoden 61  OMIM, Pubmed, UniProt) evaluiert. Nur eindeutig nicht in Zusammenhang mit uro-rektalen Fehlbildungen stehende Gene wurden ausgeschlossen. 
11. Verifikations- und de novo Status-Filter Abschließend wurde versucht, die verbleibenden putativen CNVs mittels Validierungsexperimenten (i. d. R. qPCR) zu bestätigen. Wenn elterliche DNA vorhanden war, wurde eine mögliche Vererbung (ggf. erneut; s. Filterschritt 5) überprüft. 
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4 Ergebnisse 
In diesem Kapitel werden die Befunde dieser Arbeit, gegliedert nach den unterschiedlichen uro-rektalen Phänotypen, vorgestellt. Zunächst werden die Ergebnisse zum BEEK (Kapitel 4.1), anschließend zur isolierten ARM (Kapitel 4.2), dann zur VATER/VACTERL-Assoziation (Kapitel 4.3) und abschließend zum PBS (Kapitel 4.4) aufgeführt.  
4.1 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit Blasenekstrophie-
Epispadie-Komplex (BEEK) Die hier dargestellten Befunde zum BEEK wurden durch CNV-Analysen (Kapitel 4.1.1) sowie Sequenzierungs-Analysen (Kapitel 4.1.2) unter Verwendung von Sanger und NGS ermittelt.  
4.1.1 Analysen der Kopienzahlveränderungen bei BEEK Unter Verwendung SNP-Array-basierter genomweiter Genotypisierungsdaten sowie von Daten aus MLPA und qPCR Analysen werden im folgenden Kapitel die Ergebnisse zu Duplikationen auf den Chromosomen 22 (Kapitel 4.1.1.1) und 19 (Kapitel 4.1.1.2) dargestellt. Zudem werden Ergebnisse der CNV-Analyse in acht konsanguinen iranischen Familien (Kapitel 4.1.1.3) vorgestellt.  
4.1.1.1 Duplikationen auf Chromosom 22 In der initialen Untersuchung wurden 16 Patienten mit isolierter BEEK ausgewählt. Es sollten CNV-Analysen durchgeführt und Erkenntnisse für Folgeuntersuchungen generiert werden. Es wurden Patienten mit einer negativen Familienanamnese ausgewählt, um ursächliche de novo CNVs zu identifizieren. Die Genotypisierung wurde auf dem H610Q (Illumina) entsprechend den Herstellervorgaben durchgeführt. Die BAF und der LRR für jeden genotypisierten SNP wurden anschließend verwendet, um mit QuantiSNP (v2.0) potentielle CNVs zu detektieren. Gefiltert wurde gegen die entsprechenden Schwellenwerte (s. 3.5 Filterkriterien für die CNV-Analyse): 
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• LogB 30 und 
• Größe von 1 Mb.  Mit diesem sehr strikten Filterschritt konnte eine Mikroduplikation in einem KBE-Patient (27-501) auf Chromosom 22q11.21 identifiziert werden. Die Abb. 8 illustriert die gefundene Duplikation mit der charakteristischen BAF mit vier Clustern und einem positiven LRR, wie detailliert im Methodenteil beschrieben (Kapitel 3.3.1.3).  
 
Abb. 8: Mikroduplikation 22q11.21 bei Patient 27-501 Das Chromosomenideogramm unten verdeutlicht die genomische Position auf Chromosom 22 in Beziehung zur Markerannotation im Referenzgenom unter Verwendung des Human610-Quad BeadChips von Illumina. Das Log-R-Ratio (LRR) streut deutlich über 0 und weist in Verbindung mit der Bildung von vier Clustern der B-Allel Frequenz (BAF) auf eine Duplikation in der chromosomalen Region 22q11.21 hin. Die duplizierten Marker sind rot dargestellt.  Der erste und letzte duplizierte Marker ist rs450046 bzw. rs140392. Der CNV erstreckt sich über die genomische Position chr22:17.281.004-19.792.353 und beinhaltet 510 konsekutive Marker. Die flankierenden, nicht duplizierten Marker sind rs17742907 (genomische Position 17.270.615) und rs465500 (20.128.907). Der CNV ist demnach zwischen 2,51 und 2,86 Mb groß (s. Tab. 15). Dieser Befund konnte mittels MLPA-Analyse bestätigt werden. Dafür wurde das kommerzielle Kit P250-A1 DiGeorge (MRC-Holland) verwendet (Kapitel 3.2.5). Es konnte, wie Abb. 9 zeigt, eine 2,51 Mb-Mikroduplikation der Proben CLTCL1 bis HIC2 detektiert werden. Die Elternschaft wurde mittels PowerPlex® bestätigt und die MLPA-Analyse der Eltern zeigte eine maternale Vererbung der beim Indexpatienten identifizierten Duplikation. Bedingt durch den Nachweis dieser maternal vererbten Mikroduplikation wurde die detaillierte Analyse der verbleibenden 15 Patienten zunächst zurückgestellt. Diese wurde nochmals, wie in Kapitel 4.1.1.2 beschrieben, mit einer aktuelleren QuantiSNP 
64 4 Ergebnisse  Version durchgeführt und gegen gesunde Kontrollen hinsichtlich kleinerer CNV Ereignisse (bis 30 kb) zusammen mit weiteren Patienten analysiert (Draaken et al., 2013).  
 
Abb. 9: MLPA-Ergebnis mit Mikroduplikation 22q11.21 Eine Ratio von 1 impliziert eine zu erwartende Kopienzahl in der Normalbevölkerung. Werte über 1,2 deuten auf eine Duplikation und Werte unter 0,8 auf eine Deletion hin. Jeder Balken repräsentiert eine MLPA-Probe.  Duplikationen und Deletionen in der chromosomalen Region 22q11.21 sind für verschiedene Syndrome beschrieben (Shprintzen et al., 1978; Schinzel et al., 1981; Kelley et al., 1982; Ensenauer et al., 2003; Portnoï, 2009). Bis zu diesem Zeitpunkt war jedoch kein Patient mit BEEK bekannt, der eine Aberration in dieser Region zeigt. Um zu überprüfen, ob Duplikationen auf Chromosom 22q11.21 gehäuft bei BEEK-Patienten auftreten, wurde die DNA 50 weiterer Patienten mit isoliertem BEEK unter Verwendung des MLPA Kits 250-A1 untersucht. Dabei konnte eine weitere Duplikation (von MLPA-Probe CLTCL bis LZTR1) bei einem KBE-Patienten (278-501) detektiert werden. Nach Testung der Elternschaft (PowerPlex®) konnte diese Duplikation als nicht vererbt (de novo) eingeordnet werden. Zur unabhängigen Validierung und genaueren Eingrenzung der duplizierten Bereiche wurde der Patient genomweit auf dem H660W BeadChip von Illumina genotypisiert. Die 
de novo Mikroduplikation erstreckt sich über die genomische Position chr22:17.257.787-19.792.353 und beinhaltet 512 konsekutive Marker von rs2543958 bis rs140392. Der unsichere flankierende Bereich konnte durch die sicher nicht 
4 Ergebnisse 65  duplizierten Marker rs2543953 von 17.022.146 bis 17.257.786. bzw. rs465500 von 19.792.354 bis 20.128.906 eingegrenzt werden. Der CNV ist demnach zwischen 2,53 Mb und 3,11 Mb groß (s. Tab. 15). In keiner der 383 analysierten Kontrollen (die auf dem HH550 von Illumina typisiert wurden) konnte eine vergleichbare Duplikation detektiert werden. Die Ergebnisse wurden gleichzeitig mit einer schwedischen Studie veröffentlicht, die ebenfalls zwei Duplikationen in der chromosomalen Region 22q11.21 bei der Untersuchung von 35 KBE-Patienten identifizieren konnten (Draaken et al., 2010b; Lundin et al., 2010). Daraufhin wurden für eine zweite Untersuchungsreihe weitere 246 Patienten mit BEEK ausgewählt und, soweit möglich, KBE-Patienten analysiert. Auch hier wurde anfangs eine MLPA-Analyse bei allen Patienten durchgeführt. Es konnten zunächst vier weitere Patienten mit einer Duplikation in der Region auf Chromosom 22 identifiziert werden (s. Tab. 14). 
Tab. 14: Übersicht der sechs KBE-Patienten mit Mikroduplikationen auf Chromosom 22q11.12 
KBE Dup22 CNV Patient Geschlecht Herkunft Vererbung Array 1 27-501 männlich Mitteleuropa maternal H610Q 2 278-501 weiblich Italien de novo H660W 3 182-501 männlich Mitteleuropa de novo H660W 4 87-501 männlich Spanien paternal OMNI 5 3053 männlich USA*  de novo H660W 6 3197 männlich USA* de novo H660W 
H610Q: Illumina Human610-Quad; H660W: Human660W-Quad-v1 und OMNI: HumanOmni1-Quad; 
*: amerikanischer Patient kaukasischer Abstammung  Auch bei den vier neu ermittelten Duplikationen wurde die Elternschaft überprüft (PowerPlex®); anschließend wurden die Eltern mittels MLPA-Analyse untersucht. Dabei wurde bei einem weiteren Indexpatienten (87-501) eine paternale Vererbung gefunden. Zur Validierung und Eingrenzung der Bruchpunkte wurden die vier weiteren Patienten mittels SNP-Arrays von Illumina (H660W bzw. OMNI) genotypisiert und die Daten anschließend unter Verwendung von QuantiSNP und GS ausgewertet. Tab. 15 fasst die Größen und Positionen von allen sechs identifizierten Mikroduplikationen der chromosomalen Region 22q11.21 zusammen. 
Tab. 15: Übersicht der Mikroduplikationsregion auf Chromosom 22q11.21 identifiziert mittels SNP-Array in 
sechs KBE-Patienten 
Patient Anfang Ende maximaler Bereich Größe in Mb 
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(Bp Position/SNP) (Bp Position/SNP) (inkl. flankierende Region) (Min - Max) 27-501 17281004 19795780 chr22:17.270.615-20.128.907 2,51 - 2,86 rs450046 rs11703181 278-501 17273248 19791274 chr22:17.022.145-20.128.907 2,52 - 3,11 rs3810600 rs140391 182-501 17281004 19935678 chr22:17.255.727-20.327.070 2,65 - 3,07 rs450046 rs28735370 87-501 19118969 19793730 chr22:18.838.451-20.095.206 0,67 - 1,26 rs2108746 rs2845421 3053 19429297 19782237 chr22:19.380.613-20.005.039 0,35 - 0,62 rs2072513 rs1210606 3197 19066315 19717967 chr22:18.770.863-19.833.934 0,65 - 1,06 rs361764 rs5752500  Abb. 10 stellt die maximalen Größen und Positionen der sechs gefundenen Mikroduplikationen 22q11.21 sowie die davon insgesamt betroffenen 46 RefSeq-Gene dar. Die mehrfache Identifikation einer Duplikation 22q11.21 assoziiert diese Region mit dem Auftreten von KBE und war Anlass weiterer Untersuchungen. Die Ergebnisse der NGS-Analyse (Kapitel 4.1.2.1) sowie der Kandidatensequenzierung (Kapitel 4.1.2.5) werden entsprechend später vorgestellt.  
 
Abb. 10: Übersicht der Mikroduplikationen 22q11.21 nach Array-Analyse und der involvierten Gene Dargestellt sind mittels UCSC Genome Browsers (hg18) die maximal betroffenen Regionen (blaue Balken) der sechs gefundenen Mikroduplikationen sowie die zwei Patienten (S) von Lundin et al. (2010). Darüber ist die genomische Position und die betroffenen Chromosomenbanden aufgetragen. LCR (low copy repeat)-Regionen A bis D sind schwarz dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung sind die RefSeq-Gene in der Region aufgetragen, von denen 46 in der maximal duplizierten Region liegen.  
4.1.1.2 Duplikation auf Chromosom 19 Initial wurde eine CNV-Analyse bei 16 BEEK-Patienten und deren gesunden Eltern durchgeführt (Kapitel 4.1.1.1 und 5.1.1). Resultierend auf diesen Befunden wurden für eine zweite CNV-Analyse in einer größeren Kohorte insgesamt 110 mitteleuropäische 
4 Ergebnisse 67  BEEK-Patienten mit unauffälliger Familienanamnese ausgewählt. Der Schwerpunkt lag hierbei auf Patienten mit KBE (n = 95). Zudem wurden acht Patienten mit E und sieben mit KE analysiert. Für anschließende Analysen standen von 91 Patienten beide Eltern zur Verfügung. Bei 15 Patienten war lediglich DNA von einem Elternteil vorhanden und bei 4 Patienten lag keine elterliche DNA vor. Nach Herstellerangaben wurden 33 Patienten auf dem H610Q, 12 Patienten auf dem H660W bzw. 65 auf dem OMNI BeadChip von Illumina genotypisiert. Die mittels QuantiSNP prognostizierten 22.586 CNV-Befunde wurden wie folgt gefiltert (Kapitel 3.5): 
• Schwellenwerte: 30 Kb; logB 7; mindestens drei betroffene Marker, 
• maximal dreimaliges Vorkommen im Kontrollkollektiv, 
• Involvierung kodierender Sequenzen (Geninhalt), 
• maximal dreimaliges Vorkommen in öffentlich zugänglichen CNV-Datenbanken und 
• visuelle Kontrolle und Beurteilung in GS. Nach diesen konservativen Filterkriterien verblieben 14 heterozygote CNVs (acht Deletionen und sechs Duplikationen) bei insgesamt neun verschiedenen Patienten (s. Tab. 16). Da zu jedem der neun Patienten elterliche DNA beider Eltern zur Verfügung stand, wurde zunächst für jeden der neun Patienten die Elternschaft mittels PowerPlex® überprüft. Anschließend wurden die detektierten 14 CNVs mittels qPCR verifiziert und unter Einbezug der Eltern eine familiäre Segregation der jeweiligen Variante überprüft (verwende Oligonukleotide für jede Region sind im Anhang B aufgelistet). 
Tab. 16: qPCR Ergebnisse der gefilterten CNV-Befunde in 110 BEEK-Patienten 
Patient genomische Position [hg18] 
Größe 
[Kb] 
betroffene 
Marker 
log 
Bayes 
Faktor 
Aberration 
qPCR- 
Ergebnis 19_501 chr7:6.557.534-6.656.765 99,2 31 38,68 Duplikation pat 19_501 chr7:7.104.992-7.376.916 271,9 156 291,07 Duplikation pat 21_501 chr10:34.423.178-34.622.540 199,4 90 317,60 Deletion pat 28_501 chr4:129.993.331-130.147.254 153,9 39 123,15 Duplikation mat & pat 78_501 chr1:103.225.785-103.321.085 95,3 23 35,44 Deletion f. p. 78_501 chr3:166.197.226-166.260.487 63,3 12 10,76 Deletion f. p. 78_501 chr4:64.825.305-64.877.457 52,2 12 31,49 Deletion f. p. 78_501 chr7:134.371.537-13.4423.024 51,5 29 15,22 Deletion f. p. 245_501 chr10:96.393.482-96.511.062 117,6 252 789,68 Deletion mat 273_501 chr19:531.164-589.853 58,7 44 38,02 Duplikation mat 
68 4 Ergebnisse  275_501 chr1:204.488.435-204.583.881 95,4 13 13,76 Deletion mat 
275_501 chr19:14.944.640-15.888.067 943,4 697 * Duplikation de novo 553_501 chr22:32.288.689-32.428.417 139,7 62 85,58 Deletion mat 556_501 chr6:44.889.986-45.230.225 340,2 86 198,95 Duplikation mat *: Fünf einzelne QuantiSNP Ergebnisse; f. p.: falsch positiv; mat: maternal vererbt; pat: paternal vererbt  Die Ergebnisse der qPCRs sind in Tab. 16 dargestellt und alle gefundenen Aberrationen unter Angabe der Größe (in Kb) geordnet nach Patienten aufgelistet. Zudem sind in Tab. 16 für alle gefundenen Aberrationen die genomischen Start- und Endpositionen auf den betreffenden Chromosomen aufgelistet. Die Anzahl der betroffenen Marker sowie die von QuantiSNP ermittelten logB sind, wie auch die jeweiligen qPCR Ergebnisse, angegeben. Mithilfe der qPCR-Ergebnisse konnte eine 0,94 Mb de novo Mikroduplikation bei Patient 275_501 (in Tab. 16 fett markiert) validiert werden. Dieser de novo CNV betrifft die chromosomale Region 19p13.12 (s. Abb. 11). Der Patient wurde auf dem OMNI-Array genotypisiert.  
 
Abb. 11: Mikroduplikation 19p13.12 nach Draaken et al. (2013) Das Chromosomenideogramm in der Mitte verdeutlicht die genomische Position auf Chromosom 19 in Beziehung zur Markerannotation im Referenzgenom. Verwendet wurde für die Genotypisierung der HumanOmni1-Quad BeadChip von Illumina. Das Log-R-Ratio (LRR) streut im rot markierten Bereich deutlich über 0 und weist in Verbindung mit der Bildung von vier Clustern der B-Allel Frequenz (BAF) auf eine Duplikation in der chromosomalen Region 19q13.12 hin. Im unteren Teil ist die betroffene Region im UCSC Genome Browser (hg18) dargestellt. Illustriert sind neben dem vorgestellten Patienten (275-501) die maximal duplizierten Regionen von zwei DECIPHER-Patienten und einem Vorbefund aus der Literatur (Thienpont et al., 2008) sowie die RefSeq-Gene. Die Abb. 11 zeigt oberhalb der Darstellung von Chromosom 19 die visualisierten GS-Daten von Patient 275-501. Für jeden Marker ist unter dem jeweiligen LRR die BAF aufgetragen. Charakteristisch für Duplikationen ist das LRR im Bereich der detektierten Mikroduplikation erhöht (>0) und gleichzeitig bilden die BAF vier Cluster. Unterhalb des 
4 Ergebnisse 69  Chromosomen-Idiogramms ist der detektierte CNV in Relation zu den Einträgen in DECIPHER (Patienten 249428 und 250827), Vorbefunden aus der Literatur (Thienpont et al., 2008) sowie den in RefSeq gelisteten Genen abgebildet. Die Mikroduplikation betrifft 697 konsekutive Marker (Marker SNP19-14944640 bis rs6512075) auf dem Array und umfasst den genomischen Chromosomenbereich nach hg18 von 14944640 bp bis 15888067 bp. Die flankierenden, sicher nicht duplizierten Marker (rs1401807 und rs12973181) engen den Bereich der Bruchpunkte auf 12,63 Kp bzw. 15,19 Kb ein, so dass die Mikroduplikation maximal 0,97 Mb groß ist. In der duplizierten Region liegen 20 validierte RefSeq-Gene sowie zwei ncRNAs, die in Tab. 17 aufgelistet sind. Die Art bzw. Orientierung der Duplikation konnte mittels Fluoreszenz in 
situ Hybridisierung (FISH)-Analyse nicht ermittelt werden, da kein entsprechendes Material des Patienten zur Verfügung stand.   
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Tab. 17: RefSeq-Gene in der Duplikationsregion auf Chromosom 19p13.12 
Gen Name genomische Position Strang 
Exon- 
anzahl 
Gen 
SLC1A6 NM_005071 chr19:14.921.990-14.944.730 - 9 kodierend 
CCDC105 NM_173482 chr19:14.982.538-14.995.083 + 7 kodierend 
CASP14 NM_012114 chr19:15.021.290-15.030.103 + 7 kodierend 
ILVBL NM_006844 chr19:15.086.784-15.097.577 - 16 kodierend 
NOTCH3 NM_000435 chr19:15.131.443-15.172.792 - 33 kodierend 
EPHX3 NM_001142886 chr19:15.198.732-15.204.858 - 8 kodierend 
BRD4 NM_058243 chr19:15.209.300-15.252.262 - 20 kodierend 
AKAP8 NM_005858 chr19:15.325.331-15.351.612 - 14 kodierend 
AKAP8L NM_014371 chr19:15.351.858-15.390.833 - 14 kodierend 
WIZ NM_021241 chr19:15.393.317-15.421.762 - 8 kodierend 
RASAL3 NM_022904 chr19:15.423.437-15.436.382 - 18 kodierend 
PGLYRP2 NM_052890 chr19:15.440.456-15.451.315 - 5 kodierend 
CYP4F22 NM_173483 chr19:15.480.335-15.524.128 + 14 kodierend 
CYP4F8 NM_007253 chr19:15.587.028-15.601.447 + 13 kodierend 
CYP4F3 NM_000896 chr19:15.612.706-15.632.570 + 13 kodierend 
CYP4F12 NM_023944 chr19:15.644.827-15.668.984 + 13 kodierend 
OR10H2 NM_013939 chr19:15.699.833-15.700.862 + 1 kodierend 
CYP4F24P NR_033864 chr19:15.731.143-15.751.798 - 10 mRNA 
OR10H1 NM_013940 chr19:15.778.816-15.779.936 - 1 kodierend 
UCA1 NR_015379 chr19:15.800.756-15.808.131 + 3 mRNA 
CYP4F2 NM_001082 chr19:15.849.833-15.869.884 - 13 kodierend 
CYP4F11 NM_021187 chr19:15.884.179-15.906.676 - 12 kodierend  Zudem konnten bei diesem Patienten (275-501) zwei weitere CNVs detektiert werden. Diese wurden mittels qPCR (verwendete Oligonukleotide s. Anhang B) validiert und als maternal vererbt klassifiziert. Hierbei handelt es sich um eine 95,5 Kb große Mikrodeletion auf Chromosomenabschnitt 1q32.1 (s. Tab. 16) sowie um eine 1 Mb-Mikroduplikation auf 17q25.1, die aufgrund ihrer Frequenz in Kontrollen zunächst herausgefiltert wurde. Aufgrund des Ergebnisses ist anzunehmen, dass in der identifizierten Mikroduplikation auf Chromosom 19p13.12 ein für den BEEK pathogenes Gen kartiert (Draaken et al., 2013). Deswegen wurde eine weitere Aufarbeitung des Befundes angeschlossen (Kapitel 4.1.2.4).  
4.1.1.3 CNV-Analyse in acht konsanguinen iranischen Familien Auf dem OMNI BeadChip von Illumina wurden separat von den anderen Analysen acht konsanguine Patienten mit KBE aus dem Iran nach Herstellervorgaben genotypisiert. 
4 Ergebnisse 71  Die mittels QuantiSNP prognostizierten 3.726 CNV Befunde wurden wie folgt gefiltert (s. 3.5): 
• Filter 1 (Cartagenia) mit den Schwellenwerten: logB 7, mindestens drei betroffene Marker, max. dreimaliges Vorkommen im Kontrollkollektiv, Involvierung kodierender Sequenzen (Geninhalt), 
• Filter 2 (händisches Nachfiltern und 10 Kb CNV-Mindestgröße), 
• Filter 3 (UCSC/GS): Vorkommen in öffentlich zugänglichen CNV-Datenbanken, visuelle Kontrolle und Beurteilung. Die Reduzierung der detektierten CNVs in den acht Patienten stellt Tab. 18 dar. 
Tab. 18: Detektierte CNVs und Filterschritte in acht konsanguinen iranischen KBE-Patienten 
Patienten Geschlecht QuantiSNP Filter 1 Filter 2 Filter 3 757-501 männlich 332 48 5 1 758-501 männlich 346 64 8 0 761-501 männlich 366 57 12 0 762-501 männlich 357 80 11 1 763-501 männlich 344 72 8 0 765-501 männlich 347 60 5 0 768-501 männlich 359 74 14 0 771-501 weiblich 375 68 8 2 
Summe 2.826 523 71 4  Die resultierenden vier CNVs in drei Patienten (s. Tab. 19) beinhalten die Gene GLIPR1 (GLI pathogenesis-related 1), KRR1 (small subunit (SSU) processome component, homolog 
(yeast)), MXRA5 (matrix-remodelling associated 5), TEK (tyrosine kinase, endothelial), 
C9orf11 (EQTN; equatorin, sperm acrosome associated) und ALDH1A2 (retinaldehyde dehydrogenase 2). 
Tab. 19: Übersicht der vier verbleibenden CNVs in acht konsanguinen iranischen Patienten 
Patient genomische Position Größe 
[Kb] 
betroffene 
Marker 
log 
Bayes- 
Faktor 
Aberration Gen 
757-501 chr12:74.130.571-74.180.381 49,8 21 61,8 Deletion GLIPR1/KRR1 762-501 chrX:3.251.791-3.275.143 23,4 6 14,0 Duplikation MXRA5 771-501 chr9:27.189.373-27.282.279 92,9 79 86,5 Duplikation TEK/C9orf11 
771-501 chr15:56.043.964-5.6082.908 38,9 31 148,7 Deletion ALDH1A2  Nach Beurteilung der Genfunktion verblieb für die weiterführende Analyse die Mikrodeletion auf 15q22.1, detektiert in Patient 771-501 (s. Abb. 12). Der CNV beinhaltet 31 kohärente Marker (erster deletierter Marker rs2414527; letzter 
72 4 Ergebnisse  deletierter Marker rs4646600) und wurde von QuantiSNP mit dem signifikanten logB 148,7 detektiert.  
 
Abb. 12: Mikrodeletion 15q22.1 Das Chromosomenideogramm unten verdeutlicht die genomische Position der Marker auf Chromosom 15 in Beziehung zur Markerannotation im Referenzgenom unter Verwendung des HumanOmni1-Quad BeadChip von Illumina. Das Log-R-Ratio (LRR) streut deutlich unter 0 und weist in Verbindung mit dem Fehlen des heterozygoten Clusters um 0,5 der B-Allel Frequenz (BAF) auf eine heterozygote Deletion in der chromosomalen Region 15q22.1 hin. Die deletierten Marker sind rot dargestellt.  Zur Verifikation und Bestimmung des de novo Status wurde eine qPCR (Oligonukleotide s. Anhang C) durchgeführt, nachdem die Elternschaft mittels PowerPlex® nachgewiesen werden konnte. Diese Untersuchung zeigte eine paternale Vererbung der Mikrodeletion. Abschließend wurde das betroffene Gen ALDH1A2 beim Patienten nach Sanger sequenziert. Die verwendeten Oligonukleotide sowie Amplifikations- und Sequenzierungsbedingungen sind im Anhang E aufgelistet. Dabei konnte in keinem der kodierenden 13 Exons samt Spleißstellen eine Mutation detektiert werden.  
4.1.2 Sequenzierungsanalysen Die Ergebnisse der NGS-Analysen zur Duplikation auf Chromosom 22 (Kapitel 4.1.2.1) und die Analysen mittels NGS in einer konsanguinen marokkanischen Familie (Kapitel 4.1.2.2) bilden den Anfang in diesem Kapitel. Daran schließen sich Resultate aus den Kandidatengenanalysen CYR61 (Kapitel 4.1.2.3), WIZ (Kapitel 4.1.2.4) sowie SNP29 und 
CRKL (Kapitel 4.1.2.5) an.  
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4.1.2.1 NGS Analysen bei Duplikationen auf Chromosom 22 Nach paralleler Veröffentlichung von zwei KBE-Patienten mit Mikroduplikation 22q11.21 (Draaken et al., 2010b) und zwei weiteren KBE-Patienten mit Hörbeeinträchtigung (Lundin et al., 2010) wurden zusätzliche Patienten analysiert und vier weitere KBE-Patienten mit einer Mikroduplikation auf 22q11.21 detektiert (Kapitel 4.1.1.1). Die Bruchpunkte liegen bei allen acht Patienten im Bereich von LCRs (low-copy repeats), auch segmentalen Duplikationen genannt, die in der betreffenden Region alphabetisch mit A bis D kodiert sind (Babcock et al., 2003). Die Bruchpunkte bei fünf dieser Patienten liegen jeweils in den LCRs A bis D. Zwei CNVs erstrecken sich von LCR B bis D und in der kleinsten duplizierten Region sind die LCRs C bis D involviert (s. Abb. 14). Um die Bruchpunkte weiter eingrenzen und potentielle zusätzliche Mutationen in den involvierten 46 Genen detektieren zu können, wurden alle acht KBE-Patienten in Kooperation mit dem MPI in Berlin mittels NGS in der Duplikationsregion fokusiert resequenziert. Zur Anreicherung der maximal duplizierten Region über die flankierenden LCRs A und D hinaus wurde ein NimbleGen Sequence Capture Array entworfen, der die genomische Region chr22:16.749.999-20.465.000 abdeckt (s. Abb. 14). Die Patienten-DNAs wurden dafür und für die anschließende Sequenzierung auf dem Roche GS-FLX-Titanium (jeweils zwei Proben pro Pikotiterplatte) nach Herstellervorgaben prozessiert. Die anschließende bioinformatische Aufbereitung der Daten erfolgte ebenfalls am MPI in Berlin. Die erhaltenen Sequenzen wurden unter der Verwendung des Programms Newbler (v2.6 von Roche) gegen hg18 abgeglichen und das pathogene Potential unter Verwendung der Vorhersageprogramme PolyPhen-2 und MutationTaster analysiert. Es wurden 113 unterschiedliche Varianten in kodierenden Genabschnitten und möglichen Spleißstellen detektiert. Davon sind 33 Varianten homozygot, die aber alle in dbSNP mit einer Frequenz von mind. 12 % gelistet sind. Laut PolyPhen-2 und MutationTaster könnten drei Varianten krankheitsauslösend sein (s. Tab. 20). Die Varianten in PRODH (proline dehydrogenase [oxidase] 1) und in C22orf25 (chromosome 22 open reading frame 25) wurden aufgrund ihrer Funktion (s. Kapitel 5.1.1) nicht weiter verfolgt. 
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Tab. 20: Heterozygote Varianten mit pathogenem Potential nach PolyPhen-2 und MutationTaster in der 
Mikroduplikationsregion auf Chromosom 22q11.21 
Patient Gen Position [bp] Allel 1 Allel 2 dbSNP 27-501 PRODH 17.285.899 G A rs3970559 27-501 und 499_501 (S) PRODH 17.285.964 C T rs2904552 27-501 C22orf25 18.423.504 G A   Die Abdeckung der angereicherten Region durch abgeglichene Sequenzen konnte die Bruchpunkte der CNVs im Vergleich zu den SNP-Array-Daten näher eingrenzen und validierte nochmals die einzelnen Mikroduplikationen auf 22q11.21. Abb. 13 illustriert exemplarisch für Patient 27-501 die durchschnittliche Abdeckung pro 10 Kb.  
 
Abb. 13: Abdeckung der abgeglichenen NGS-Sequenzen von Patient 27-501 auf Chromosom 22 Die Abdeckung der abgeglichenen NGS-Sequenzen ist in Abhängigkeit zur genomischen Position pro 10 Kb aufgetragen. Am Anfang und Ende ist der nicht duplizierte Bereich mit einer Abdeckung von 30-60 X dargestellt. Die duplizierten Bereiche haben eine verhältnismäßig erhöhte Abdeckung. Innerhalb der LCR Regionen konnten die Sequenzen größtenteils nicht zugeordnet werden, daher ist dort die Abdeckung gegen 0 X.  Mithilfe der Analyse der Sequenzabdeckung der angereicherten Region konnten die Bruchpunkte der CNVs bei jedem Patienten, wie in Tab. 21 aufgelistet, eingegrenzt werden. 
Tab. 21: Übersicht der Mikroduplikationsregionen auf Chromosom 22 (22q11.21) detektiert mittels NGS in 
acht KBE-Patienten 
Patient Anfang (bp Position) 
Ende 
(bp Position) 
maximaler Bereich 
(inkl. flankierende Region) Größe [Mb] 27_501 17.264.371 19.784.371 chr22:17.254.371-19.794.371 2,52-2,54 278_501 17.267.592 19.817.592 chr22:17.257.592-19.827.592 2,55-2,57 182_501 17.272.585 19.792.585 chr22:17.252.585-19.842.585 2,52-2,59 
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Patient Anfang (bp Position) 
Ende 
(bp Position) 
maximaler Bereich 
(inkl. flankierende Region) Größe [Mb] 87_501 19.042.104 19.792.104 chr22:19.022.104-19.852.104 0,75-0,83 3053 19.382.364 19.782.364 chr22:19.372.364-19.802.364 0,4-0,43 3197 19.046.180 19.736.180 chr22:19.026.180-19.796.180 0,69-0,77 499_501 (S) 17.270.040 19.750.040 chr22:17.260.040-19.800.040 2,48-2,54 485_501 (S) 17.263.402 19.783.402 chr22:17.253.402-19.843.402 2,52-2,59 
S: schwedischer Patient aus der der Studie von Lundin et al. (2010); Anfang und Ende: sicher duplizierter Bereich; 
maximaler Bereich: sicher duplizierter Bereich erweitert um den nicht eindeutigen Bereich mit nicht eindeutiger Kopienzahl  In Abb. 14 werden die maximal duplizierten Regionen nach Auswertung der SNP-Array- und NGS-Daten für jeden Patienten gegenübergestellt.  
 
Abb. 14: Acht Mikroduplikationen 22q11.21 nach NGS- und Array-Analyse Vergleichend mittels UCSC Genome Browser (hg18) sind die maximal betroffenen CNV-Regionen der acht Patienten aufgetragen. In hellblau dargestellt die NGS- und in dunkelblau die Array- Daten für jeden Patienten. Darüber ist die genomische Position und die betroffenen Chromosomenbanden aufgetragen. LCR (low copy repeat)-Regionen A bis D sind schwarz dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung sind die RefSeq-Gene in der Region aufgetragen, von denen 46 in der maximal duplizierten Region liegen.  Für eine weitere Kandidatenanalyse wurde der Fokus auf die kleinste in allen acht KBE-Patienten duplizierte Region gelegt. Durch die Kombination der SNP-Array- sowie NGS-Daten wurde die genomische Region chr22:19.380.613-19.794.371 mit einer Größe von 0,41 Mb identifiziert. Die Ergebnisse der Analyse werden in Kapitel 4.1.2.5 vorgestellt.  
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4.1.2.2 NGS Analyse einer konsanguinen marokkanischen Familie Bei einer konsanguinen marokkanischen Familie (s. Abb. 15) wurde im Vorfeld eine parametrische Kopplungsanalyse mit autosomal-rezessivem Erbgang zusammen mit dem Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin in Berlin durchgeführt. Dabei ergab sich ein Kopplungsbefund mit einem LOD-Score von 3,6 in der chromosomalen Region 3q26.1-p24.3 (chr3:7.473.258-19.736.205). In der 12,26 Mb großen Region kartieren 84 RefSeq-Gene. Zur Eingrenzung der in Frage kommenden Varianten/Kandidatengene wurde ein exomweiter Sequenzierungsansatz gewählt, bei dem gezielt die Gene der oben genannten Kopplungsregion auf das Vorliegen homozygoter Varianten bei zwei Familienmitgliedern mit KBE (VI.2 und VI.5) analysiert wurden.  
 
Abb. 15: Stammbaum der konsanguinen marokkanischen Familie 
I-VI: Generation; Kreis: weiblich; Kasten: männlich; Querbalken: verstorben; gefüllte Fläche: betroffene Familienmitglieder; nt: nicht getestet, da keine DNA zur Verfügung stand; C/C, T/C und T/T: Genotyp für rs3208837.  Am Institut für Klinische Molekularbiologie in Kiel wurden die kodierenden genomischen Bereiche beider Patienten mit dem Agilent SureSelect Human All Exon 38 Mb-Kit angereichert und anschließend auf dem Applied Biosystems SOLiD™ 4 (Life Technology) sequenziert. Die gewonnenen Sequenzen wurden ebenfalls in Kiel gefiltert und unter einem Modell mit verminderter Penetranz bioinformatisch aufbereitet. Bei Patient 70-501 wurden 31.973 bzw. 31.988 Varianten bei Patient 70-502 detektiert. Davon kartieren 59 (VI.2) und 54 (VI.5) Varianten in der Kopplungsregion auf Chromosom 3. Beiden Patienten sind 14 dieser Varianten gemeinsam (s. Tab. 22). 
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Tab. 22: Gemeinsame Varianten in der Kopplungsregion auf Chromosom 3 bei zwei konsanguinen 
marokkanischen KBE-Patienten 
Position refBase varBase mutTyp Gen Kategorie Effekt SNP Name g1000CEU 9.758.147 A G Hom BRPF1 Intron - rs696513 0,49 9.778.126 A G Hom OGG1 Intron - rs17252807 0,63 9.842.625 C T Hom TTLL3 Exon Syn rs3732527 0,73 9.845.857 G A Hom TTLL3 Exon Syn rs2290303 0,60 9.846.030 T G Hom TTLL3 Exon Mis rs2290305 0,74 
9.849.914 C T Hom TTLL3 Exon Non rs3208837 0,05 9.945.031 A G Hom IL17RC Exon Mis rs279549 1,00 9.951.159 A G Hom CRELD1 Exon mis rs279552 1,00 9.966.388 G C Hom PRRT3 Exon mis rs279601 0,99 10.010.896 A T Het    rs7615088 0,14 10.081.532 C T Het FANCD2 Exon mis rs3864017 0,15 10.216.987 A C Hom IRAK2 Intron - rs263410 0,85 11.275.707 T C Hom HRH1 5’-UTR -  0,83 11.618.465 T C Hom VGLL4 Exon mis rs2276749 0,97 
RefBase: Base im Referenzgenom; varBase: bei den Patienten detektierte Base; mutTyp: Art des Austausches; hom: homozygot; het: heterozygot; syn: synonym; mis: missense; non: nonsense; g1000CEU: Frequenzangaben im 1000-Genome-Projekt.  Nach Beurteilung der Varianten wurde der homozygote Basenaustausch von C nach T an genomischer Position 9849914 auf Chromosom 3 (rs3208837) in TTLL3 (tubulin tyrosine ligase-like family, member 3) als potentielle pathogene Variante aufgrund der geringen MAF im 1000-Genome-Projekt und der spezifischen Expression in der kloakalen Region (s. Abb. 16) selektiert.  
 
Abb. 16: WISH- Expressionsanalyse von Ttll3 
Ttll3 ist im Mausembryo spezifisch am Gestationstag (GT) 9,5 und GT 10,5 in der Kloaken- und Darmregion exprimiert. Expressionsmuster von Ttll3 in den Entwicklungsstadien GT 9,5 und GT 10,5 der Mausembryonen zeigt eine spezifisch Expression in der ventrokaudalen Region. Am GT 9,5 zeigt sich neben der Expression im EnE noch eine Anfärbung der OB. Am GT 10,5 zeigen sich Färbungen am UK und OK des BB, sowie im Bereich der VE und HE. Am GT 10,5 ist Ttll3 im KEn und ebenfalls im OB exprimiert. EnE: Entoderm (Enddarm), HE: Hinterextremität, KEn: (kloakales) Entoderm, OB: Ohrbläschen (Innenohrvorläufer), VE: Vorderextremität, X: unspezifische Sondenanlagerung. 
78 4 Ergebnisse  Die Variante rs3208837 konnte mittels Sanger-Sequenzierung in beiden Patienten validiert werden. Die verwendeten Oligonukleotidsequenzen sowie die Reaktionsbedingungen der Amplifikation und Sequenzierung sind im Anhang F aufgelistet. Anschließend wurden alle weiteren verfügbaren Familienmitglieder genotypisiert (s. Tab. 23). Eine gesunde Schwester (VI.8) des Patienten (VI.5) trägt ebenfalls die homozygote Variante. 
Tab. 23: Genotypisierung von rs3208837 in der konsanguienen marokkanischen Familie 
Familienmitglied Geschlecht Genotyp (rs3208837) Phänotyp III.5 männlich T/C gesund III.10 weiblich C/C gesund IV.3 weiblich T/C gesund IV.7 weiblich T/C gesund IV.8 männlich T/C gesund VI.1 männlich T/C gesund 
VI.2 männlich T/T KBE-Patient VI.3 weiblich C/C gesund VI.4 männlich T/C gesund 
VI.5 männlich T/T KBE-Patient VI.6 weiblich T/C gesund VI.7 weiblich T/C gesund 
VI.8 weiblich T/T gesund VI.9 weiblich C/C gesund VI.15 männlich T/C gesund VI.16 weiblich C/C gesund VI.17 weiblich C/C gesund  Unter der Annahme einer verminderten Penetranz könnte, trotz Homozygotie für die Variante rs3208837 bei der gesunden Schwester, diese Variante in die Ätiologie der KBE involviert sein. Daher wurden weitere 378 BEEK-Patienten und 380 gesunde Kontrollen mittels Sanger-Sequenzierung für diese Variante genotypisiert (s. Tab. 24). 
Tab. 24: Genotypen und Allelfrequenzen von rs3208837 in 378 BEEK-Patienten und 380 gesunden Kontrollen 
 Genotypen  Allelfrequenzen 
 Anzahl C/C T/C T/T  Allele [absolut] C [%] T [%] 
Patienten 378 346 29 3  756 95,37 4,63 
Kontrollen 380 356 23 1  760 96,71 3,29  Ausgehend von den Ergebnissen der Genotypisierung wurde eine Frequenz (s. Tab. 24) von 0,0463 in Patienten zu 0,0329 in Kontrollen ermittelt.  
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4.1.2.3 Kandidatengenanalyse für CYR61 Der nichtsteroidale Androgenrezeptor-Antagonist Flutamid (FLU, -Methyl-N-[4-nitro- 3-(trifluormethyl) phenyl] propionsäureamid) wird bei der Behandlung von Prostatakrebs eingesetzt. Eine einmalige Applikation von FLU während der Gestation führt bei der Ratte reproduzierbar bei 12 % der männlichen Nachkommen zu E oder zu anderen Fehlbildungen der Genital- und Fortpflanzungsorgane (McIntyre et al., 2001; Foster & Harris, 2005). Untersuchungen der Genexpression in fetalen Rattenhoden haben gezeigt, dass eine FLU-Behandlung zu einer signifikanten Abnahme der Expression von Cyr61 (cysteine-rich protein 61 gene) führt (Vo et al., 2009). Beim Menschen konnte gezeigt werden, dass CYR61 einen Einfluss auf die Proliferation, Migration und Adhäsion von Endothelzellen und Fibroblasten (Kireeva et al., 1996) durch Vermittlung ihrer Reaktion auf Wachstumsfaktoren hat (Lau & Nathans, 1985). Durch Hemmung der mesodermalen und endodermalen Differenzierung trägt CYR61 zudem zur Aufrechterhaltung des pluripotenten Zustandes embryonaler Stammzellen der Maus bei (Bourillot et al., 2009). Die in Kooperation mit dem MPI in Berlin durchgeführte WISH zeigte eine ventrokaudale Expression von Cyr61 in den GT 9,5 bis 11,5 der Maus mit eindeutiger Beschränkung auf das Endothel des Gefäßsystems (s. Abb. 17).  
 
Abb. 17: WISH- Expressionsanalyse von Cyr61 nach Draaken et al. (2010a) Expressionsmuster von Cyr61 in den Entwicklungsstadien GT 10,5 und GT 11,5 der Mausembryonen. In den Übersichtsbildern A und C zeigt sich eine schwache Expression in den Spinalganglien, die sich entlang der lateralen Körperachse erstreckt. In den Detailbildern B und D zeigen sich Färbungen in den Gefäßen der Harnblase und der Nabelschnuranlage. GH: Genitalhöcker, HE: Hinterextremitätenknospen, NBG: Nabelschnurgefäße, NBS: Nabelschnuranlage, SO: Somiten, SPG: Spinalganglien, UGS: Urogenitalsinus, VE: Vorderextremitätenknospen.  Aufgrund dieser Expressionsdaten und der aufgeführten Tiermodelle handelt es sich bei 
Cyr61 um ein exzellentes Kandidatengen. Mutationen im menschlichen CYR61-Ortholog 
80 4 Ergebnisse  könnten eine Rolle bei der Entwicklung des Urogenitalsystems spielen und E oder ggf. auch KBE verursachen. Für die Untersuchung konnten elf (sechs männliche und fünf weibliche) Patienten mit E eingeschlossen werden. Darüber hinaus wurde die Mutationsanalyse um acht (sechs männliche und zwei weibliche) Patienten mit KBE erweitert. Alle untersuchten Patienten haben einen normalen Karyotyp sowie eine unauffällige Familienanamnese. Analysiert wurden alle CYR61-Exons sowie die angrenzenden Spleißstellen (Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sowie etablierte PCR- und Sequenzierungsbedingungen s. Anhang G). Es wurden 16 Varianten gefunden, die aber in dbSNP als polymorph beschrieben sind. Somit konnte keine pathogene Mutation bei der Analyse des CYR61-Genes identifiziert werden (Draaken et al., 2010a).  
4.1.2.4 Kandidatengenanalyse für WIZ Der Analyse von WIZ (widely interspaced zinc finger motifs) ging der Befund einer de 
novo 0,9 Mb-Mikroduplikation auf Chromosom 19p13.12 in einem Patienten voraus (Kapitel 4.1.1.2). Diese Region beinhaltet 20 validierte RefSeq-Gene. Um einen umfassenden Überblick über die transkriptionelle Aktivität dieser Gene während der Entwicklung des äußeren Genitals zu erhalten, wurde zunächst in Kooperation mit dem MPI in Berlin eine WISH für die mausorthologen Gene durchgeführt. Der Schwerpunkt der Analyse lag auf dem Nachweis einer ventrokaudalen Expression zum GT 9,5 und 10,5. Fünf Gene konnten nicht aus embryonaler cDNA amplifiziert werden und wurden daher nicht weiter untersucht. Darüber hinaus gibt es für drei weitere Gene kein Maus-Ortholog, so dass eine WISH-Analyse der verbleibenden zwölf Gene durchgeführt wurde. Einige Gene zeigten keine Expression in dem Untersuchungsstadium bzw. konnten ubiquitär nachgewiesen werden, so dass nur Transkripte für Orthologe der menschlichen Gene CASP14, AKAP8, SYDE1, BRD4, CYP4F22 und WIZ gefunden wurden, die speziell im Enddarm und/oder kaudalen Bereich exprimiert werden (s. Tab. 25). 
Tab. 25: Expression der mausorthologen Gene in der Duplikationsregion auf Chromosom 19p13.12 
Gen Maus Ortholog Expression an GT 9,5 Expression an GT 10,5 
CASP14 Casp14 Enddarm Auge 
AKAP8 Akap8 ubiquitär begrenzt auf die Extremitätenknospen, Schwanz (Kloakenmembran 
4 Ergebnisse 81  eingeschlossen), Branchialbogen und frontonasaler Fortsatz (FNF) 
SYDE1 Syde1 ubiquitär begrenzt auf die Extremitätenknospen, Schwanz (Kloakenmembran eingeschlossen), Branchialbogen und FNF 
BRD4 Brd4 ubiquitär, stärker in FNF Branchialbogen und Extremitätenknospen ubiquitär, stärker in den Extremitätenknospen, Schwanz (Kloakenmembran eingeschlossen), Branchialbogen und FNF 
CYP4F22 Cap4f39 Enddarm keine Expression 
WIZ Wiz ubiquitär mit erhöhter Expression in der kaudalen Region Stärker exprimiert in der kaudalen Region, Neuralrohr, Branchialbogen und Extremitätenknospen  
Wiz wurde im murinen Embryo am GT 9,5 ubiquitär mit starker Expression in der kaudalen Region nachgewiesen. Zudem ist Wiz im Neuralrohr, im Branchialbogen, im FNF und in der Knospe der Vorderextremitäten exprimiert (s. Abb. 18A). Die Expression am GT 10.5 zeigte ein ähnliches Muster wie am GT 9,5. Zudem ist Wiz auch in den Bereichen des Ober- und Unterkiefers des Branchialbogens, der Knospen der Vorder- und Hinterextrimitäten sowie des Schwanzes exprimiert (s. Abb. 18B). Wiz ist im Mausembryo während der Entwicklung des Genitalbereichs an den Gestationstagen 9,5 bis 13,5 (GT 11-13,5 nicht gezeigt) in der ventrokaudalen Region spezifisch exprimiert. Angesichts dieser Beobachtung wurde auch die midsaggitale Ebene bei GT 12,5 (s. Abb. 18D), GT 13,5 (s. Abb. 18E), und GT 14.5 (nicht dargestellt) analysiert. Alle GTe zeigten ein ähnliches Muster, mit nachgewiesener starken Wiz Expression im Gehirn, FNF, Schwanz, Genitalhöcker, Neuralrohr und Lunge. 
Wiz ist an allen relevanten Tagen im Zielgewebe exprimiert, die anderen Gene hingegen nicht oder nur an GT 9,5. Nach den Expressionsdaten des Orthologes ist WIZ das vielversprechendste Kandidatengen aus der duplizierten Region auf Chromosom 19.  
82 4 Ergebnisse  
 
Abb. 18: WISH-Expressionsanalyse von Wiz nach Draaken et al. (2013) Expressionsmuster von Wiz in den Entwicklungsstadien GT 9,5 und GT 10,5 der Mausembryonen zeigt eine spezifisch Expression in der ventrokaudalen Region. Am GT 9,5 zeigt sich zudem eine Expression im BB, den VE sowie im FNF. Am GT 10.5 zeigen sich Färbungen am UK und OK des BB, sowie im Bereich der VE und HE. BB: Brachialbogen,FNF: frontonasaler Fortsatz, HE: Hinterextremitätemknospen, OK: Oberkiefer, UK: Unterkiefer, VE: Vorderextremitätenknospen.  Alle neun kodierenden Exons mit angrenzenden Spleißstellen des humanen WIZ-Gens wurden in 110 BEEK-Patienten (alle Patienten aus der CNV Analyses aus Kapitel 4.1.1.2) mittels Sanger-Sequenzierung analysiert. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sowie die etablierten Amplifikations- und Sequenzierungsbedingungen sind im Anhang H aufgelistet. Es wurden bei der Sequenzierungsanalyse vier bisher nicht beschriebene Varianten detektiert. Bei drei Varianten handelt es sich um nicht-synonyme Varianten (c.G544A, p.Asp182Asn; c.G1132C, p.Glu378Gln; c.C4436T, p.Pro1479Leu). Von diesen wurden die zwei Varianten c.G544A und c.G1132C vom gesunden Vater sowie die dritte Variante c.C4436T von der gesunden Mutter der Patienten vererbt. Die Programme MutationTaster, PolyPhen-2 und MutPred (zur Vorhersage einer potentiell pathogenen Variante) klassifizieren diese nicht-synonymen Varianten als benigne (s. Tab. 26). 
Tab. 26: Analyse der gefundenen drei Varianten in WIZ 
Position der Variante  Vorhersageprogramm 
genomisch Codon  MutPred PolyPhen-2 MutationTaster c.G544A p.Asp182Asn  benigne (0,273) benigne (0,146) Polymorphismus c.G1132C p.Glu378Gln  benigne (0,219) möglicherweise schädigend (0,802) Polymorphismus c.C4436T p.Pro1479Leu  benigne (0,000) benigne (0,254) Polymorphismus 
4 Ergebnisse 83  Für die gefundene synonyme Variante (c.C4377T, p.Gly1459=) wurde die Segregation nicht überprüft. Abschließend wurden alle bekannten SNPs hinsichtlich ihrer Frequenz mit dbSNP ohne abweichenden Befund analysiert. Somit erbrachte die Kandidaten-Gen-Analyse nicht den Hinweis, dass Mutationen im humanen WIZ-Gen kein häufiger Grund für die Entstehung des BEEK beim Menschen sind (Draaken et al., 2013).  
4.1.2.5 Kandidatengenanalyse für SNAP29 und CRKL Basierend auf den Befunden der Untersuchung der Duplikation auf Chromosom 22 (Kapitel 4.1.1.1 und 4.1.2.1) sollten pathologisch relevante Gene identifiziert werden. Von der Mikroduplikation sind insgesamt 46 Gene betroffen und daher wurde der Fokus zunächst auf die kleinste gemeinsame überlappende Region aller acht betroffenen Patienten gelegt. Diese wurde basierend auf den Array-und NGS-Daten ermittelt (s. Tab. 15 und Tab. 21). In der überlappenden Region (chr22:19.380.613-19.794.371) liegen die elf Gene (s. Abb. 19) PI4KA (phosphatidylinositol 4-kinase, catalytic, alpha), SERPIND1 (serpin peptidase inhibitor, clade D [heparin cofactor], member 1), SNAP29 (synaptosomal-associated protein, 29kDa), CRKL (v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog [avian]-like), AJFM3 (kein Datenbankeintrag), LZTR1 (leucine-zipper-like transcription regulator 1), THAP7 (THAP domain containing 7), TUBA3FP (tubulin, alpha 3f, pseudogene), P2RX6 (purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 6), SLC7A4 (solute carrier family 7 (orphan transporter), member 4) und BCRP2 (breakpoint cluster region pseudogene 2).  
 
Abb. 19: Überlappende Mikroduplikationsregion auf Chromosom 22 in acht KBE-Patienten Dargestellt ist mittels UCSC Genome Browser (hg18) der kleinste gemeinsam überlappende Bereich (blau) der acht Mikroduplikationen. Darüber ist die genomische Position und die betroffenen Chromosomenbanden aufgetragen. Die involvierten LCR (low copy repeat)-Regionen C und D sind schwarz dargestellt. Darunter sind die elf darin kartierenden RefSeq-Gene illustriert.  Nach MGI- und Literaturrecherche konnten SNAP29 und CRKL als potentielle Kandidatengene identifiziert werden. SNAP29 bindet durch die Interaktion mit 
84 4 Ergebnisse  verschiedenen anderen Syntaxinen an Membranstrukturen (Steegmaier et al., 1998; Hohenstein & Roche, 2001). So partizipiert SNAP29 an unterschiedlichen intrazellulären Transportschritten und interagiert bei der Trennung von Membrankompartimenten (Steegmaier et al., 1998). Andererseits konnte bei einer Überexpression von Snap29 nachgewiesen werden, dass die Phagozytose beeinflusst wird und Snap29 dadurch den Schutz gegen bakterielle Infektionen beeinflussen kann (Wesolowski et al., 2012). Darüber hinaus zeigten Zhang et al. (2009b), dass Mutationen im SNAP29 mit einer fehlerhaften Entwicklung des Genitalsystems assoziiert sein kann (Zhang et al., 2009b). 
Crkl beeinflusst gewebespezifisch während der Entwicklung die Funktion, Differenzierung und/oder das Überleben von neuronalen Leistenzellen (Guris et al., 2001). Crkl interagiert mit Fgf8 (Moon et al., 2006) und eine Überexpression von Crkl führt zu einer Transformierung von Fibroblasten (Senechal et al., 1996). Crkl Knockout-Mäuse zeigen einen Phänotyp vergleichbar mit der klinischen Manifestation bei DiGeorge-Patienten (Guris et al., 2001; Moon et al., 2006). Für die Sequenzierungsanalyse wurden 95 KBE-Patienten ohne Duplikation der betroffenen Region auf Chromosom 22 ausgewählt und alle kodierenden Exons von 
SNAP29 (fünf Exons) und CRKL (drei Exons) inklusive der Spleiß-Motive sequenziert (s. Anhang I). Dabei konnte keine homozygote oder heterozygote Variante abweichend von dbSNP detektiert werden.  
4.2 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit isolierter 
anorektaler Malformation (ARM) In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Analysen von isolierten ARM-Patienten vorgestellt. Es konnte eine Duplikation (Kapitel 4.2.1.1) und eine Deletion auf Chromosom 18 (Kapitel 4.2.1.2) identifiziert werden. Eine Kandidatengenanalyse wurde für ausgewählte Gene der WNT- und FGF-Signalwege (Kapitel 4.2.2) durchgeführt.  
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4.2.1 Analysen der Kopienzahlveränderungen bei ARM Im Kapitel 4.2.1.1 werden die Untersuchungen zur Identifizierung ursächlicher CNVs in 13 ARM-Patienten vorgestellt. Die Ergebnisse eines Einzelfalls werden im daran anschließenden Kapitel 4.2.1.2 präsentiert.  
4.2.1.1 Duplikation auf Chromosom 18 Viele ARM-Phänotypen sind mit einer reduzierten Reproduktion assoziiert. Daher könnte ein beträchtlicher Anteil der Patienten durch de novo Mutationen unterschiedlicher Größe bedingt sein. Es wurde eine systematische CNV-Analyse von 13 ARM-Patienten und deren gesunden Eltern durchgeführt. Die parallele Untersuchung der Patienten und Eltern erlaubt die Identifizierung von de novo Mutationen. Für die vorliegende Analyse wurden Patienten sowohl mit eindeutigen klinischen Syndromen, wie z. B. Currarino Syndrom, Townes-Brocks-Syndrom oder VATER/VACTERL-Assoziation als auch mit einer positiven Familienanamnese ausgeschlossen. Sechs Familien wurden auf dem H660W und sieben Patienten mit Eltern auf dem OMNI BeadChip von Illumina nach Protokoll des Herstellers genotypisiert. Die Elternschaft wurde zunächst mithilfe der genotypisierten Markerinformationen für jedes Trio bestätigt (Kapitel 3.3.1.4). Die mittels QuantiSNP prognostizierten CNV-Befunde wurden wie folgt gefiltert (Kapitel 3.5): 
• Schwellenwerte (größer oder gleich): 30 Kb; logB 7; mindestens drei betroffene Marker, 
• de novo Ereignis, 
• maximal dreimaliges Vorkommen im Kontrollkollektiv, 
• Involvierung kodierender Sequenzen (Geninhalt), 
• maximal dreimaliges Vorkommen in öffentlich zugänglichen CNV-Datenbanken und 
• visuelle Kontrolle und Beurteilung in GS. Nach diesen Filterschritten verblieb eine de novo 15,1 Mb große Duplikation 18p11.21-q12.1 (s. Abb. 20) bei einem weiblichen Patienten (351-501). Es wurde kein weiterer de 
novo CNV bei einem der anderen zwölf Patienten identifiziert.  
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Abb. 20: Duplikation 18p11.21-q12.1 nach Schramm et al. (2010) Das Chromosomenideogramm in der Mitte verdeutlicht die genomische Position auf Chromosom 18 in Beziehung zur Markerannotation im Referenzgenom unter Verwendung des Human660W-Quad BeadChips von Illumina. Das Log-R-Ratio (LRR) streut deutlich über 0 und weist in Verbindung mit der Bildung von vier Clustern der B-Allel Frequenz (BAF) auf eine Duplikation der chromosomalen Region 18p11.21-q12.1 hin. Die duplizierten Marker sind rot dargestellt. Unterhalb des Ideogramms ist die betroffene Region im UCSC Genome Browser mit den darin kartierenden RefSeq-Genen dargestellt.  Die Region umspannt die genomische Position chr18:10.316.596-25.417.449 und beinhaltet 52 RefSeq-Gene. Die Bruchpunktregionen auf Chromosom 18 können auf die Bereiche zwischen Position 1.0313.660 und 10.316.595 bzw. zwischen 25.417.450 und 25.433.122 eingeschränkt werden. Durch eine Haplotypanalyse konnte die de novo Duplikation dem paternal vererbten Allel zugewiesen werden. In der auswärtig durchgeführten konventionellen Chromosomenanalyse zeigte sich ein weiblicher Karyotyp (46,XX) mit einer Mikroduplikation ausschließlich auf dem q-Arm von Chromosom 18. Neugeborene mit kompletter Trisomie 18 zeigen häufig eine angeborene ARM. Die im vorliegenden Fall duplizierte chromosomale Region 18p11.21–q12.1 ist die bisher kleinste identifizierte duplizierte Region auf dem Chromosom, die mit dem Auftreten einer isolierten ARM assoziiert wurde. Daher könnte eines der im Bereich der Bruchpunkte oder der Duplikation selbst kartierten 52 Gene an der Entstehung einer ARM beteiligt sein.  
4.2.1.2 Deletion 18q-Syndrom Bei einem Patienten mit Analatresie wurden u. a. zusätzlich Hypospadie, Atresie der Hörkanäle, gedrungener Status, Hypoplasie des Mittelgesichts und eine verzögerte motorische Entwicklung diagnostiziert. Aufgrund negativer Familienanamnese und der 
4 Ergebnisse 87  multiplen kongenitalen Anomalien wurde eine de novo chromosomale Aberration vermutet. Die phänotypischen Auffälligkeiten deuten bis auf die ARM auf ein 18q-Deletionssysdrom hin.  Die auswärts durchgeführte Chromosomenanalyse und FISH zeigten eine terminale Deletion der Chromosomenbande 18q23und eine Duplikation in der Region 18p11.32 (s. Abb. 21). Daraus ergibt sich der Karyotyp: 46,XY,del(18)(pterq23:)dn.ishder(18) del(18)dup(18)(pterp11.32::q23pter). Beide Aberrationen konnten unter Verwendung der gleichen Methoden bei den Eltern nicht detektiert werden und deuten den Befund als ein de novo Ereignis.  
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Abb. 21: Kariogramm und FISH-Analyse beim Patienten mit 18q-Deletionssyndrom nach Bartels et al. (2011) Im 550-Banden-Karyogramm (A) wurde die terminale Deletion 18q23 detektiert. Die FISH-Analyse (B) bestätigt (1) diesen Befund unter Verwendung der Sonde VljyRM2102. Der zusätzliche duplizierte Bereich 18p11.32 wurde mit der Sonde VljyRM2050 verifiziert(2).  Um die Größe der beiden Aberrationen genauer zu bestimmen, wurden nach Herstellervorgaben genomweite Genotypisierungsdaten unter Verwendung des OMNI BeadChip von Illumina erhoben und mittels QuantiSNP potentielle CNVs berechnet. Die Abb. 22 zeigt das visualisierte Ergebnis in GS. Orientiert am Chromosom 18 (unten) ist das LRR oben und darunter die BAF dargestellt. Die Duplikation (18pter–p11.32) konnte auf eine Größe von 2,23 – 2,25 Mb eingegrenzt werden. Bei dem letzten sicher duplizierten Marker handelt es sich um rs7228408 an genomischer Position 2.233.990. Der flankierende Marker rs12605414 ist an Position 2.247.352 lokalisiert. Die Deletion (18q22.3–qter) konnte auf 13,19 Mb eingegrenzt werden. Der erste sicher deletierte Marker rs7230918 befindet sich an der genomischen Position 62.928.529 und der sicher nicht mehr deletierte Marker rs4410187 an Position 62.923.071 [arr 18p11.32 (2.842-2.233.990x3, 18q22.3-q23 (62.928.529-76.116.152)x1dn]. 
88 4 Ergebnisse  
 
Abb. 22: Aberrationen auf Chromosom 18 nach Bartels et al. (2011) Das Chromosomenideogramm unten verdeutlicht die genomische Position auf Chromosom 18 in Beziehung zur Markerannotation im Referenzgenom unter Verwendung des HumanOmni1-Quad BeadChips von Illumina. Das Log-R-Ratio (LRR) streut links deutlich über 0 und weist in Verbindung mit der Bildung von vier Clustern der B-Allel Frequenz (BAF) auf eine Duplikation der chromosomalen Region 18pter–p11.32 hin. In der Abbildung ist zudem rechts eine heterozygote Deletion der Region 18q22.3–qter zu sehen. Hier streut das LRR deutlich unter 0 und es fehlt das heterozygote BAF-Cluster um 0,5.  Die Duplikation beinhaltet auf dem kurzen Chromosomenarm (10q) zehn RefSeq-Gene, in der Deletion auf 10p kartieren 33 RefSeq-Gene. Die Analyse der Bruchpunkte mittels genomweiter Array-Daten ergab in den Bruchpunktbereichen keine Ruption eines Gens. Es konnten darüber hinaus keine weiteren chromosomalen Aberrationen auf anderen Chromosomen detektiert werden.  
4.2.2 Kandidatengenanalyse für ausgewählte Gene der WNT- und FGF-
Signalwege Die aus mehreren intrazellulären Kaskaden bestehenden Prozesse der urogenitalen- und anorektalen Embryogenese werden unter anderem durch die WNT- (wingless-type Maus-Mammatumorvirus [MMTV] integration site family) und FGF- (fibroblast growth factor) Signalkaskaden koordiniert. Studien an Mäusen implizieren, dass mehrere Gene aus diesen Signalkaskaden in die Entwicklung des Enddarms eingebunden sind. Aufgrund von bisher publizierten funktionellen Studien wurden folgende Gene ausgewählt:  
WNT3A Mäuse, die homozygot für ein hypomorphes Wnt3a (wingless-type MMTV integration site family, member 3A) Allel sind, zeigen Wirbelkörperdefekte (vertebrale Defekte), einen kurzen Schwanz durch den Verlust der Schwanzwirbel, mangelhafte Kloakenentwicklung sowie eine unvollständige uro-rektale Septierung (van de Ven et al., 
4 Ergebnisse 89  2011). Außerdem haben Studien mit humanen pluripotenten Stammzellen gezeigt, dass 
Wnt3a für die Spezifikation des Enddarms erforderlich ist (Spence et al., 2011). 
 
WNT5A 
Wnt5a (wingless-type MMTV integration site family, member 5A) ist im embryonalen Kolon und Rektum exprimiert und beeinflusst die Entwicklung der proximalen Kloakenplatte (Nakata et al., 2009). Wnt5a-Knockout-Mäuse zeigen ARM-phänotypische Auffälligkeiten, wie Analatresie oder Fisteln zwischen dem Harn-und Darm-Trakt (Tai et al., 2009).  
WNT11 
Wnt11 (wingless-type MMTV integration site family, member 11) trägt ebenfalls zur Entwicklung des Urogenitaltraktes der Maus bei (Mehta et al., 2011). Die Expression des menschlichen WNT11 konnte im embryonalen uro-rektalen Septum, in den urogenitalen Falten, in den labioskrotalen Schwellungen sowie im Epithel der Speiseröhre und Dickdarm in zwei Studien gezeigt werden (Lako et al., 1998; Lickert et al., 2001). Des Weiteren konnten Studien an chinesischen Hamster-Eierstock-Zellen zeigen, dass eine Wnt11-Signal-Transduktion zu einer Herunterregulation der zentralen Signalwege Wnt/β-Catenin, JNK/AP-1 und NF-kB führt (Railo et al., 2008).  
T-Gen Die Signaltransduktion kann auch auf der Ebene einzelner Genpromotoren auftreten (Haremaki et al., 2003). Das T-Gen (T-box containing transcription factor, Synomym: 
Brachyury) ist ein direktes Ziel des WNT3A Signalweges während der paraxialen mesodermalen Spezifikation (Yamaguchi et al., 1999). Ein nicht-synonymer Aminosäureaustausch (p.Ala338Val) wurde in vier Patienten mit sakraler Agenesie/anorektaler Atresie assoziiert (Papapetrou et al., 1999; Ghebranious et al., 2008).  
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DACT1 Dact1 (Dapper Homolog 1) fungiert u. a. als negativer Regulator des Wnt-Signalweges. 
Dact(-/-)-Mäuse, die phänotypisch mit dem humanen kongenitalen kaudalen Regressions-Syndrom vergleichbar sind (Wen et al., 2010), sterben perinatal (Cheyette et al., 2002).  
FGF10 Eine wichtige Rolle spielt FGF10 (fibroblast growth factor 10) bei der Regulation des Wachstums, der Differenzierung und der Reparatur des Urotheliums (Bagai et al., 2002). Der vollständige Knockout von Fgf10 bei Mäusen führt zu einer genetisch reproduzierbaren ARM (Fairbanks et al., 2004) und einer fehlenden Fusion der ventralen Urethalplatten (Yucel et al., 2004).  
FGFR2 Die Wirkung des Signalproteins FGF10 wird durch FGFR2 (FGF-Rezeptor 2) vermittelt. Mutationen im FGFR2 führen zu unterschiedlichen Formen des autosomal dominanten Kraniosynostose-Syndroms und wurden mit syndromalen ARM-Patienten assoziiert (Ohashi et al., 1993; LeHeup et al., 1995; Park et al., 1995a, 1995b; Pfeiffer et al., 1996; Przylepa et al., 1996; Krepelová et al., 1998; Schaefer et al., 1998; Kodaka et al., 2004).  Um die Beteiligung der oben genannten Gene bei der Entstehung humaner ARM zu untersuchen, wurden die kodierenden Sequenzen (inklusive der Spleiß-Motive) von Karyotyp-unauffälligen 78 ARM-Patienten mit zusätzlichen angeborenen Anomalien analysiert (Draaken et al., 2012). Alle Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide für die Amplifikation und Sequenzierungsreaktion sowie die etablierten Reaktionsbedingungen sind im Anhang J aufgelistet. Es konnten für WNT3A, WNT5A, WNT11, DACT1, FGF10 und T-Gen keine kausalen Varianten detektiert werden. Für FGFR2 konnten drei unterschiedliche heterozygote Varianten bei der Sequenzanalyse bei drei Patienten identifiziert werden. Alle drei Varianten sind weder in dbSNP noch im 1000 Genome Projekt gelistet.    
4 Ergebnisse 91  Patient B10 Nachdem eine synonyme p.Thr454= Variante (c.G2012A Transition im Exon 12) im Patienten B10 identifiziert wurde, konnte bei der anschließenden Analyse der Eltern der gleiche Basenaustausch ebenfalls bei der Mutter des Patienten detektiert werden. Aufgrund der Umgebungssequenz dieser synonymen Substitution könnte es sein, dass daraus eine neue 3‘-Akzeptor-Spleißstelle in Exon 12 ensteht. Die Kalkulation des Konsensus-Wertes (consensus value, CV) für eine Spleißstelle ergab einen CV von 0,913 für die WT (Wildtyp) Sequenz (5'-cattttgtatccag^G; Base im Exon in Großbuchstaben dargestellt) und einen CV von 0,917 für die neue Variante (5'-cctctcttcaacag^C; Substitution unterstrichen). Die Ermittlung nahezu identischer CVs lässt den Schluss einer potentiellen alternativen Nutzung dieser Spleißstellen mit der möglichen Folge einer 76 bp Deletion (p.Ala455GlnfsX26) zu. Daher wurde eine RNA-Analyse durchgeführt. Dafür wurde aus cDNA ein Exon 12 übergreifendes Produkt mithilfe von cDNA Oligonukleotiden (ANHANG) amplifiziert. Es konnte jedoch kein neues 425 bp großes Fragment (normal, 501 bp) detektiert werden. Eine beobachtete Variation im RT-PCR-Produkt des Patienten ist bedingt durch alternatives Spleißen der Exon 11-Donorstelle. Dies führt zur Exklusion der Aminosäuren Val428 und Thr429, die in verschiedenen FGFR2-Isoformen vorliegt (s. Swiss-Prot-Eintrag P21802).  Patient G10 Ebenfalls in Exon 12 wurde bei Patient G10 eine heterozygote Variante in FGFR2 (c.C2032T) detektiert. Dieser Basenaustausch führt zu einer Aminosäuresubstitution p.Ala461Val. Zur Untersuchung einer möglichen familiären Segregation stand nur DNA der Mutter zur Verfügung, deren Sequenz homozygot den WT zeigte. Zur Einordnung des Befundes wurde mithilfe unterschiedlicher Programme die Wahrscheinlichkeit einer potentiellen Pathogenität der gefundenen Variante berechnet. Nach MutationTaster hat diese Variante eine erhöhte Wahrscheinlichkeit, krankheitsverursachend zu sein (0,981). PolyPhen-2 (0,005), MutPred (0,235) und SNPs & Go (1) beurteilten die Variante jedoch als benigne.  
92 4 Ergebnisse  Patient A02 Bei Patient A02 wurde eine synonyme FGFR2 Variante in Exon 18 (c.C2717T, p.Phe689=) gefunden. Diese hat vermutlich keine biologische Auswirkung und wurde für eine weitere Analyse nicht berücksichtigt.  Darüber hinaus wurden in den analysierten Sequenzen aller untersuchten Gene die Frequenzen der SNPs dokumentiert. Dabei konnte keine signifikante Abweichung im Vergleich zu den Frequenzdaten aus dbSNP detektiert werden.  
4.3 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit VATER/VACTERL-
Assoziation Insgesamt wurden 47 Familien im Trio-Ansatz für die Analyse ausgewählt, d. h. sowohl Patienten als auch Eltern wurden auf dem OMNI Bead Chip nach Herstellervorgaben 
genotypisiert. Davon zeigten 41 Patienten das Vollbild der VATER/VACTERL-Assoziation und 6 einen inkompletten sog. VATER/VACTERL-ähnlichen Phänotyp (zwei statt der mindestens drei geforderten Fehlbildungen der Assoziation). Die Familienanamnese bzgl. der VATER/VACTERL-Assoziation bzw. Fehlbildungen aus dem Spektrum der VATER/VACTERL-Assoziation war in allen untersuchten Familien negativ. Bevor mit QuantiSNP potentielle CNV prognostiziert wurden, konnte mithilfe von GS die Elternschaft in allen prozessierten Familien bestätigt werden. Aus der anschließenden Analyse mit QuantiSNP wurden 152.225 CNVs mit einem logB 7 in den Patienten detektiert und anschließend wie folgt gefiltert (Kapitel 3.5): 
• de novo Ereignis, 
• mindestens drei betroffene Marker, 
• maximal dreimaliges Vorkommen im Kontrollkollektiv, 
• Involvierung kodierender Sequenzen (Geninhalt), 
• mindestens fünfmaliges Vorkommen in öffentlich zugänglichen CNV-Datenbanken und 
• visuelle Kontrolle und Beurteilung in GS.  
4 Ergebnisse 93  Nach den Filterschritten verblieben fünf potentielle de novo Aberrationen mit Geninhalt in fünf verschiedenen Patienten. Drei dieser CNVs konnten mittels qPCR (Oligonukleotidsequenzen s. Anhang D) als de novo bestätigt werden, während die anderen drei von einem Elternteil vererbt wurden (s. Tab. 27). 
Tab. 27: qPCR Ergebnisse der gefilterten CNV-Befunde in 47 VATER/VACTERL-Patienten 
Patient 
genomische Position [hg18] 
Marker 
Größe 
[Kb] 
Aberration 
qPCR-
Ergebnis 
betroffene Gene 424-501 chr1:215.945.774-216.077.064 rs10863338-rs4846444 132 Duplikation de novo SPATA17 707-501 chr2:241.202.666-241.227.781 rs2953147-rs4676406 25 Duplikation de novo GPR35, CAPN10 415-501 chr8:145.012.210-145.132.100 rs6990098-rs11136345 120 Duplikation de novo EPPK1, PLEC, PARP10 895-501 chr13:995.983.04-996.089.44 rs9300591-rs7998419 11 Deletion paternal PCCA 391-501 chr8:623.420.19-623.699.81 rs2119228-rs3852344 28 Duplikation maternal CLVS1  Bei Patient 424-501 wurde eine 132 Kb de novo Mikroduplikation auf Chromosom 1 (1q41) bestätigt. Der CNV überlappt die Exons 6 – 9 von SPATA17 (spermatogenesis associated 17). Die 25 Kb de novo Mikroduplikation involviert die Exons 3 – 4 einer Spleißvariante von CAPN10 (calpain 10) sowie die Exons 3 – 6 von GPR35 (G protein-coupled receptor 35) und wurde in Patient 707-501 auf Chromosom 2 (2q37.3) detektiert. Der dritte CNV auf Chromosom 8 (8q24.3) wurde in Patient 415-501 gefunden. Es handelt sich um eine 120 kb de novo Mikroduplikation, die Exon 1 von 
EPPK1 (epiplakin 1), das komplette Gen PLEC (plectin) sowie die Exons 4 – 11 von 
PARP10 (poly [ADP-ribose] polymerase family, member 10) überlappt. Um einen kausalen Zusammenhang zwischen den gefundenen Mikroduplikationen und der VATER/VACTERL-Assoziation herzustellen zu können, wurde in der MGI-Datenbank gezielt nach Expressionsdaten und Knockout-Modellen der Maus für Spata17, Capn10, 
Gpr35, Eppk1, Plec und Parp10 recherchiert. Dabei wurden potentiell relevante Gene priorisiert und auf Gpr35 und Eppk1 eingegrenzt. Die Expression von Gpr35 an GT 14,5 wurde bei Mäusen im Magen, End-, Mast-, und Mitteldarm, sowie der Harnblase und Harnröhre dokumentiert. Eppk1 wurde an GT 14,5 in der Epidermis, Lunge, Speiseröhre, dem Magen und dem Darm exprimiert beschrieben. Allerdings führt ein vollständiger knockout von Eppk1 zu einer normalen Embryonalentwicklung (Goto et al., 2006), während kein Knockout Modell für Gpr35 in Mäusen berichtet wurde. 
94 4 Ergebnisse  Die Datenbankrecherche wurde durch WISH-Analysen an GT 12,5 und 14,5 für beide Gene am MPI in Berlin validiert. Abb. 23 illustriert die embryonale Expression von 
Eppk1 (a und b) und Gpr35 (c und d) u. a. für das VATER/VACTERL-Assoziation relevante Gewebe.  
 
Abb. 23: WISH-Expressionsanalyse von Eppk1 und Gpr35 nach Hilger et al. (in Druck) 
a: Die Expression von Eppk1 an Gestationstag (GT) 12,5 im Mausembryo ist im Mittelhirn, Innenohr, Leber, Genitalhöcker, Spinalganglien um im Rückenmark nachweisbar. b: Nachweis der Eppk1-Expression in der Rathke-Tasche, Speiseröhre und im Nasengang an GT 14,5. c: Gpr35 ist an GT 12,5 in der Leber, dem Trigeminusganglion, dem Gleichgewichts- und Hörganglion, den Herzventrikeln, im Magen, im Genitalhöcker und den Spinalganglien exprimiert. d: Die Expression von Gpr35 am GT 14,5 ist in der Leber, Striatum, Hypothalamus, der Zahnknospe, der Lunge, dem Genitalhöcker sowie im Rektum nachweisbar.  Als Kandidatengen wurde GPR35 aufgrund der relevanten Expression im Mausembryo sowie der verfügbaren Literatur priorisiert. Die Sanger-Sequenzierung der proteinkodierenden Exons 5 und 6 wurde von Alina Hilger in Ann Harbor durchgeführt. Es wurden 192 Patienten, davon 126 mit VATER/VACTERL-Assoziation und 66 weitere mit VATER/VACTERL-ähnlichem Phänotyp analysiert. Es konnte keine Variante mit möglicher pathologischer Signifikanz detektiert werden und die zusätzlich durchgeführte Analyse bestätigte alle in dbSNP gelisteten Varianten mit einer Frequenz unter 1 % als vererbt, bis auf eine bei der die Eltern nicht zur Verfügung standen (Hilger et al., in Druck).  
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4.4 Genetische Untersuchungen bei Patienten mit Prune-Belly-
Syndrom (PBS) Mit einer SNP-Chip-basierten genomweiten Kopplungsanalyse wurden in der konsanguinen Familie (s. Abb. 28) des Indexpatienten mit PBS (II-4) zwei homozygote Regionen auf den Chromosomen 1 (35 cM) und 11 (9 cM) in vier betroffenen männlichen Familienmitgliedern gefunden (Weber et al., 2005). Aufgrund der Größe der homozygoten Bereiche und der damit großen Anzahl enthaltener Gene, konnte zum damaligen Zeitpunkt kein kausales Gen identifiziert werden (Weber et al., 2005). Mithilfe einer Exomsequenzierung, bei der u. a. alle betroffenen Gene der Region analysiert werden können, sollte nun das verantwortliche Gen identifiziert werden. Die DNA des Indexpatienten wurde mit dem SureSelect Human All Exon (38 Mb) Kit (Agilent) für proteinkodierende Gene angereichert und zwei Läufe auf dem Illumina GAIIx Sequenzierer prozessiert. Dafür wurde das „paired-end"-Protokoll mit einer Leselänge von 95 bp an beiden Enden verwendet. Ungefähr 95,5 % (~193 x 106) der 202 x 106 Sequenzfolgen konnten gegen eine humane Referenzsequenz abgeglichen werden. Durchschnittlich 90 % des Exoms konnte mit mindestens 30-facher und 97 % mit 10-facher Abdeckung sequenziert werden. Die anschließende bioinformatische Aufarbeitung der Daten wurde im CCG in Köln durchgeführt. Es konnten zunächst 672.588 Varianten identifiziert und gegen interne Qualitätsparameter sowie durch stringentes Filtern gegen bekannte Varianten in dbSNP, aus dem 1.000 Genome Projekt und internen Exomdaten, auf 48.811 Varianten reduziert werden. Im weiteren Filterschritt gegen homozygote Varianten (mit einer Allelfrequenz >75 %) verblieben 38 Varianten, von denen zwei in den zuvor identifizierten Kopplungsregionen lagen. Zum einen wurde eine missense-Variante in HEATR1 (c.6037A > G;p.Lys2013Glu) und zum anderen ein Insertion-Deletions-Frameshift in CHRM3 (c.1173_1184 delinsT; p.Pro392Alafs*43) detektiert (s. Abb. 24). HEATR1 (HEAT repeat containing 1) ist involviert in die rRNA Transkription und Prozessierung und wird für das Zellüberleben im zentralen Nervensystem (ZNS) benötigt. Ein knockdown im Zebrafisch führt, verursacht durch eine Degeneration des ZNS, zu einem frühen embryonalen Tod (Azuma et al., 2006). Der beobachtete Phänotyp unterscheidet sich komplett von dem des Indexpatienten und dürfte daher nicht mit PBS assoziiert sein. Daher wurde für die 
96 4 Ergebnisse  weitere Analyse der Fokus auf CHRM3 (cholinergic receptor, muscarinic 3) gelegt. CHRM3 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor mit sieben Transmembrandomainen, deren Hauptrezeptor in die Blasenkontraktion während der Miktion involviert ist (Fowler et al., 2008). Abb. 24 zeigt im linken Teil die schematische Position der Mutation in CHRM3, die ein Stopp-Codon in der dritten intrazellulären Schlaufe (M3R) induziert. Mittels Sanger-Sequenzierung (Oligonukleotidsequenzen und Reaktionsbedingungen s. Anhang K) konnte die detektierte Variante in CHMR3 beim Indexpatienten (II-4) bestätigt werden (s. Abb. 24, rechter Teil).  
 
Abb. 24: Schematische Darstellung und NGS- bzw. Sanger-Sequenzierungsergebnis für die homozygote CHRM3 
Frameshift-Mutation nach Weber et al. (2011) Von oben nach unten ist im linken Teil der Abbildung zunächst die Referenzsequenz mit einer Kontrolle dargestellt. In der Mitte wird das aufeinander abgestimmtes NGS-Ergebnis des Indexpatienten (II-4) illustriert. Die Kontrolle der Variante mittels Sanger-Sequenzierung bei II-4 sowie die heterozygote Sequenz der Mutter ist unten dargestellt.  Anschließend wurden die Familienmitglieder II-2, II-3, II-5, II-6, II-7, I-1, und I-2 ebenfalls sequenziert. Die Analyse zeigt eine Co-Segregation der Variante c.1173_1184 delinsT; p.Pro392Alafs*43 in CHRM3 in den betroffenen Familienmitgliedern und ist übereinstimmend mit dem vermuteten rezessiven Vererbungsmodell (Weber et al., 2005). Die Variante wurde weder in 374 türkischen Kontroll-Chromosomen gefunden, noch ist sie im Exome Variant Server annotiert. Bei allen betroffenen männlichen Familienmitgliedern wurde die CHRM3-Variante homozygot gefunden. Im Gegensatz dazu konnten beide Elternteile und die gesunde Schwester (II-3) als heterozygote Anlageträger der Variante identifiziert werden. Die 
4 Ergebnisse 97  Sanger-Sequenzierungsanalyse von 62 weiteren Patienten mit gleichem oder einem ähnlichen Phänotyp konnte keine weiteren Mutationen in CHRM3 identifizieren. Die Auswirkung der Stoppmutation auf die Proteinstruktur wurde mit dem Programm (PS)2-v2 (Chen et al., 2009) und den PDB Einträgen 2rh1, 2rh1A und 1r5sA prognostiziert und in Abb. 25 dargestellt. Es werden eine reduzierte Faltung der dritten intrazellulären Schleife (M3R) und ein zusätzlicher Verlust der transmembranen Helices VI und VII in der CHRM3-Mutante vorhergesagt.  
  
Abb. 25: Moduliertes 3D-Modell der CHRM3-Proteinstruktur nach Weber et al. (2011) Links ist die dreidimensionale Proteinstruktur des Wildtypes und rechts die dreidimensionale Proteinstruktur der mutierten CHRM3-Variante modelliert. Die transmembranen Helices (I-VII) sowie die Aminosäure-(N) und Carboxy-(C)-Termini sind angegeben. Es werden eine reduzierte Faltung der dritten intrazellulären Schleife (M3R) und ein zusätzlicher Verlust der transmembranen Helices VI und VII in der CHRM3-Mutante vorhergesagt. Die prognostizierte dreidimensionale Struktur beider Proteinvarianten wurde mit Jmol visualisiert. Die Zuverlässigkeit der vorhergesagten Modelle wird mit ≥75 % für WT und Mutante (mit Ausnahme des C-Terminus) bzw. 55 % bis 75 % für den C-Terminus der Mutante bewertet.  Die vorgestellten Ergebnisse wurden im Amercian Journal of Human Genetics publiziert (Weber et al., 2011). 
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5 Diskussion 
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse (Kapitel 4) gegliedert und nach den unterschiedlichen Krankheitsbildern anhand der aktuellen Literatur diskutiert. Zunächst werden die Befunde zum BEEK (Kapitel 5.1), daran anknüpfend die Ergebnisse zur isolierten ARM (Kapitel 5.2), zur VATER/VACTERL-Assoziation (Kapitel 5.3) und abschließend zum PBS (Kapitel 5.4) erörtert.  
5.1 Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex (BEEK) Zunächst werden die CNV-Analysen mit den detektierten Duplikationen auf Chromosom 22 (Kapitel 5.1.1) und der Duplikation auf Chromosom 19 (Kapitel 5.1.2) diskutiert. Im Kapitel 5.1.3 schließt sich die Diskussion der CNV-Analyse in acht iranischen konsanguinen Familien, gefolgt von den Ergebnissen der NGS-Analyse einer konsanguinen marokkanischen Familie (Kapitel 5.1.49) an, den Abschluss bildet die Kandidatengenanalyse für CYR61 (Kapitel 5.1.5).  
5.1.1 Duplikation auf Chromosom 22 Die chromosomale Region 22q11 ist anfällig für fehlerhafte genomische Reorganisationen, aus denen CNVs resultieren können. Verantwortlich sind hierfür nicht-allelische homologe Rekombinationen, die in den Region-spezifischen LCRs A bis D liegen (Lupski, 1998; Edelmann et al., 1999; Babcock et al., 2003; Shaikh et al., 2007; Guo et al., 2011). Vier unterschiedliche Syndrome sind für diese Region beschrieben. Hierbei handelt es sich um das 
• 22q11.2 Deletionssyndrom VCFS/DGS; dieses schließt u. a. das velokardiofaziale Syndrom (VCFS) und das diGeorge-Syndrom (DGS) mit ein (Shprintzen et al., 1978; Kelley et al., 1982), 
• 22q11.2 Duplikationssyndrom (Ensenauer et al., 2003; Portnoï, 2009), 
• der(22) Syndrom (Zackai & Emanuel, 1980) und 
• Katzenaugen-Syndrom (Schinzel et al., 1981).  
5 Diskussion 99  Die beobachteten phänotypischen Merkmale von Mikroduplikationsträgern 22q11.21 werden allgemein als sehr variabel und häufig als sehr milde beschrieben (Ou et al., 2008). Die häufigsten Befunde in symptomatisch auffälligen Patienten sind Intelligenzminderung, verzögerte Sprachentwicklung, Wachstumshemmung und Muskelhypotonie (Wentzel et al., 2008). Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es keine vorbeschriebenen Duplikationen der chromosomalen Region 22q11.21 in Zusammenhang mit dem phänotypischen Spektrum des BEEK.  In der vorliegenden Arbeit wurden in einer initialen Untersuchung von 16 BEEK-Patienten und anschließender gezielter Analyse dieser Region in 50 weiteren BEEK-Patienten zwei Mikroduplikationen bei Patienten mit isolierter KBE detektiert (Draaken et al., 2010b). Bei Patient 27-501 wurde eine maternal vererbte Mikroduplikation und bei Patient 278-501 eine de novo Mikroduplikation der chromosomalen Region 22q11.21 (LCR A bis D) mittels MLPA und SNP-Array bestätigt (s. Tab. 15). Lundin et al. (2010) konnten in einer unabhängigen Untersuchung eine maternal vererbte und eine 
de novo Mikroduplikationen bei KBE-Patienten mit Hörminderung identifizieren, bei denen ebenfalls die LCRs A – D betroffen sind. Basierend auf diesen Befunden wurden in einer zweiten Untersuchungsreihe weitere 246 BEEK-Patienten auf das Vorliegen einer Mikroduplikation in dieser Region mittels MLPA-Analyse untersucht. In vier weiteren Patienten mit isolierter KBE konnten Mikroduplikationen auf 22q11.21 identifiziert und mittels SNP-Array verifiziert werden (s. Tab. 15). Die Bruchpunkte der de novo Mikroduplikation von Patient 182-501 liegen ebenfalls in den LCR-Regionen A und D. Bei Patient 87-51 ist die paternal vererbte Mikroduplikation zwischen den LCRs B bis D, genauso wie die de novo Mikroduplikation von Patient 3197. Die de novo Mikroduplikation von Patient 3053 erstreckt sich zwischen den LCRs C und D. Der de 
novo Status wurde jeweils mit MLPA-Analysen ermittelt. Von den bisher insgesamt acht identifizierten Mikroduplikationen 22q11.21 in KBE-Patienten wurden drei von gesunden Eltern vererbt (zwei maternal und eine paternal; Lundin et al. (2010) und Tab. 14). Dies steht im Einklang mit anderen, überlappenden CNVs in dieser Region, bei denen ebenfalls phänotypisch unauffällige Träger berichtet wurden (Courtens et al., 2008). Es kann damit auch bei KBE-Familien, bei denen eine 
100 5 Diskussion  Mikroduplikation 22q11.21 vorliegt, von einer verminderten Penetranz ausgegangen werden (Tan et al., 2010). Es wurden bisher 47 nicht-verwandte Fälle mit Mikroduplikationen auf 22q11.21 in der Literatur beschrieben (Ensenauer et al., 2003; Portnoï, 2009). Angesichts der begrenzten Daten kann bislang kein Zusammenhang zwischen Phänotyp und Duplikationsgröße hergestellt werden (Firth, 2009). Die Markerinformationen der SNP-Arrays innerhalb der LCR-Regionen ließen keine genaue Interpretation der Kopienzahl (s. Kapitel 3.3.1) zu. Daher stellen LCR-Regionen eine große Herausforderung bei der Eingrenzung der tatsächlichen CNV-Größe dar (Bailey et al., 2002; Locke et al., 2004; Itsara et al., 2009; Conrad et al., 2010). Die Größe des unsicheren Bereiches der duplizierten Regionen konnte mittels Array-Analyse auf einen Bereich zwischen 0,27 Mb und 0,61 Mb eingegrenzt werden (s. Tab. 15). Für die genauere Bestimmung der CNV-Grenzen werden zusätzliche molekulargenetische Techniken benötigt (Alkan et al., 2011). Daher wurden die erhobenen NGS-Daten hinsichtlich einer Eingrenzung der CNV-Bruchpunktregionen genutzt und es konnten die Unsicherheitsbereiche auf 0,02 Mb bis maximal 0,08 Mb eingegrenzt werden (s. Tab. 21). Alle acht KBE-Patienten wurden in der maximalen Mikroduplikationsregion mittels NGS resequenziert (s. Abb. 14). So sollten potentielle Punktmutationen in den maximal 46 betroffenen Genen identifiziert werden. Die durchgeführte Analyse konnte zwar potentiell pathogene Varianten in PRODH und C22orf25 detektieren, doch handelt es sich dabei wahrscheinlich um Artefakte, die aufgrund paraloger Sequenzen falsch abgeglichen wurden (Musumeci et al., 2010; Sudmant et al., 2010). Zudem wird PRODH mit Hyerprolinämie assoziert und bei C22orf25 handelt es sich um einen offenen Leserahmen („open reading frame“) ohne resultierende mRNA. Daher wurden von den elf betroffenen Genen der kleinsten gemeinsam duplizierten Region SNAP29 und CRKL für eine Kandidatengenanalyse in 95 KBE-Patienten ausgewählt. Auch hier konnte keine pathogene Mutation identifiziert werden. Zum einen war die Kandidatengenauswahl sehr fokussiert und die Analyse auf 95 Patienten begrenzt. Zum anderen spiegelt dies aber auch die Forschung zu den anderen Phänotypen mit CNV-Beteiligung in der chromosomalen Region 22q11.21 wider. Es konnte bisher lediglich ein Gen (TBX1) mit einem der Phänotypen (VCFS/DGS) in Verbindung gebracht werden (Yagi et al., 2003; Liao et al., 2004; Paylor et al., 2006; Torres-Juan et al., 2007; Zweier et al., 2007). 
5 Diskussion 101  Die Assoziation zwischen der Mikroduplikation 22q11.21 und KBE konnte auch durch statistische Analyse bestätigt werden, das errechnete OR betrug 28,76 (P = 3,891 x 10-5). Die vorliegende Arbeit erweitert somit das phänotypische Spektrum des 22q11.2 Duplikationssyndroms um den Phänotyp KBE. Die bei der Mikroduplikation 22q11.21 beobachtete phänotypische Variabilität findet sich auch bei anderen CNVs, z.B. in den chromosomalen Regionen 1q21.1, 15q13.3, 16p11.2, 17q12 (Mefford et al., 2007, 2008; Sharp et al., 2008; Weiss et al., 2008). Unter Berücksichtigung anderer Vorbefunde, wie z. B. der Beobachtung von sechs BEEK-Patienten mit Trisomie 21 (Reutter et al., 2009), kann postuliert werden, dass dosisabhängige genetische Effekte im Allgemeinen zur Ätiologie des BEEK beitragen.  
5.1.2 Duplikation auf Chromosom 19 und WIZ als Kandidatengen Eine de novo 0,9 Mb-Mikroduplikation auf 19p13.12 konnte durch die Untersuchung von 110 BEEK-Patienten identifiziert werden (Kapitel 4.1.1.2). Die Mikroduplikationsträgerin (Patient 275-501) zeigt eine isolierte KBE, die Eltern sind gesund. Weltweit wurden bisher nur drei weitere Patienten (s. Abb. 11) mit einer Mikroduplikation in der Region beschrieben, wobei aber keiner dieser Patienten eine KBE aufwies (Thienpont et al., 2008; DECIPHER). Die proximalen Bruchpunkte von zwei dieser Duplikationen liegen in der hier beschriebenen Mikroduplikation, die dritte beobachtete Duplikation könnte eng benachbarte oder sogar identische Bruchpunkte aufweisen. Die phänotypischen Unterschiede der vier Patienten könnten durch die Orientierung der Duplikation (in Tandem oder invertiert) oder auf eine Translokation zurückzuführen sein, was in keinem der vier Fälle analysiert wurde. Die Unterschiede könnten aber auch durch die unterschiedlichen Bruchpunkte oder durch eine variable Ausprägung ähnlich der Situation bei der Mikroduplikation 22q11.21 resultieren (Draaken et al., 2010b). Bei unseren Patienten konnten zwei weitere heterozygote Aberrationen identifiziert werden. Zum einen handelt es sich um eine benigne maternal vererbte 1 Mb-Mikroduplikation auf 17q25.1. Unterschiedliche Studien in Kontrollpopulationen haben ebenfalls CNVs in dieser Region mit erhöhter Kopienanzahl detektiert (Pinto et al., 2007; Simon-Sanchez et al., 2007; Zogopoulos et al., 2007; Itsara et al., 2009). Zum anderen konnte eine maternal vererbte 95,5 Kb-Deletion auf 1q32.1 identifiziert werden. Diese 
102 5 Diskussion  Aberration unterbricht CTSE (Cathepsin E), eine endolysosomale Aspartoprotease, vorwiegend exprimiert in Zellen des Immunsystems (Yanagawa et al., 2007), der Magenschleimhaut und der epidermalen Keratinozyten (Kawakubo et al., 2011). Allerdings führte der komplette Knockout von Ctse in Mäusen nur zu einer lysosomalen Speicherkrankheit im Makrophagen und zu einer erhöhten Anfälligkeit für bakterielle Infektionen (Yanagawa et al., 2007). Daher erscheint ein kausaler Zusammenhang dieses CNVs mit der Ausprägung der KBE bei dem Patienten unwahrscheinlich. Zusammenfassend kann man die zwei zusätzlich beobachteten CNVs eher als genetische Veränderungen ohne klinische Relevanz ansehen. In der de novo Duplikation auf Chromosom 19 liegen 20 RefSeq-Gene. Die Bruchpunkte liegen im Bereich der Gene SLC1A6 (proximal) und CYP4F11 (distal). Obwohl beide Gene an GT 9,5 und GT 10,5 in der Maus nicht exprimiert sind, könnte ein Fusionsprotein, bestehend aus Teilen beider Gene, mit der frühen Embryogenese interferieren und hypothetisch zur KBE führen. Es stand keine RNA des Patienten zur Verfügung, um diese Hypothese zu überprüfen. Es bliebe allerdings auch dann unklar, inwieweit ein postnataler Befund die Situation während der Embryogenese wider spiegelt. WISH-Analysen der übrigen in der Region lokalisierten Gene konnten zeigen, dass nur 
Wiz spezifisch in der kaudalen Region während der GTe 9,5 bis 13,5 exprimiert wird (s. Tab. 25). WIZ ist weitgehend konserviert (Baust et al., 2002) und über die Proteinfunktion ist wenig bekannt. Ein Knockout in der genomischen Region um Wiz konnte in einer früheren Studie mit kongenitalen Augenfehlbildungen, Polydaktylie und Otozephalie bei der Maus assoziiert werden (Kalter, 1968). Wiz als Transkriptionsfaktor ist sowohl in der kloakalen Membran als auch im Genitalhöcker während den entwicklungsrelevanten Stadien für die Ausbildung von BEEK exprimiert (s. Abb. 18). Daher könnte die gefundene Duplikation über eine veränderte Expression einen phänotypischen Effekt hervorrufen. Die Sequenzierung aller neun kodierenden Exons (inkl. der angrenzenden Spleißstellen) bei 110 BEEK-Patienten konnte allerdings keine pathogene Mutation identifizieren. Somit ist es eher unwahrscheinlich, dass Mutationen im WIZ-Gen eine häufige Ursache für KBE oder BEEK sind (Draaken et al., 2013). 
5.1.3 ALDH1A2 (CNV Analyse in acht iranischen konsanguinen Familien) Bei der CNV-Analyse von acht konsanguinen iranischen Patienten und ihrer gesunden Eltern wurde eine Mikrodeletion auf Chromosom 15 (15q22.1) detektiert. Diese 
5 Diskussion 103  Mikrodeletion führt zum heterozygoten Verlust der Exons 4 bis 8 (von insgesamt 13) des Gens ALDH1A2 (s. Abb. 26).  
 
Abb. 26: Mikrodeletion 15q22.1 in ALDH1A2 Dargestellt ist mittels UCSC Genome Browser (hg18) ALDH1A2 sowie in rot der deletierte Bereich in Patient 771-501. Dieser führt zum heterozygoten Verlust der Exons 4 bis 8 von ALDH1A2. Darüber ist die genomische Position und die betroffenen Chromosomenbanden aufgetragen. Die Sondenabdeckung des verwendeten SNP-Arrays (HumanOmni1-Quad von Illumina) ist für die Region im unteren Teil dargestellt.  Aldh1a2 ist für die Synthese von Retinsäure während der frühen embryonalen Entwicklung der kaudalen Strukturen (Sakral- und Schwanzwirbel, Enddarm sowie Urogenitaltrakt) verantwortlich (Niederreither et al., 2002; Uji et al., 2011). Das ungestörte Zusammenspiel von Aldh1a2 und Cyp26a1 ermöglicht die posteriore Organentwicklung und verhindert im Mausmodell die Ausbildung einer Spina bifida (Niederreither et al., 2002). Mäuse mit einem hypomorphen Allel des Aldh1a2-Gens zeigen phänotypisch Merkmale des DiGeorge-Syndroms, wie kraniale oder tracheale Defekte und Anomalien sowie Defekte bis zur vollständigen Abwesenheit der posterioren Kiemenbögen (Vermot et al., 2003). Die ALDH1A2 betreffende Mikrodeletion ist im vorgestellten KBE-Patienten paternal vererbt. Um auszuschließen, dass in der konsanguinen Familie eine zweite Mutation segregiert oder es beim Patienten zu einer pathogenen Neumutation auf dem anderen Allel gekommen ist, wurden alle kodierenden 13 Exons sowie deren Spleißstellen sequenziert. Die Analyse konnte aber keine weitere Mutation detektieren. Der Beitrag der Mikrodeletion 15q22.1 zum Auftreten der KBE bleibt also zum jetzigen Zeitpunkt ungeklärt.  
5.1.4 NGS-Analyse einer konsanguinen marokkanischen Familie (TTLL3) In der analysierten konsanguinen marokkanischen Familie (s. Abb. 15) gibt es drei Patienten mit KBE. In einer Kopplungsuntersuchung konnte zuvor eine 12,26 Mb-große Kandidatenregion auf Chromosom 3 identifiziert werden. Die darin lokalisierten 84 RefSeq-Gene wurden auf das Vorhandensein homozygoter potentiell pathogener 
104 5 Diskussion  Mutationen bei zwei Patienten (Cousins VI.2 und VI.5) unter Verwendung von exomweiten NGS-Daten analysiert. Es konnte in TTLL3 ein homozygoter Austausch von C nach T identifiziert werden, der zu einem verfrühten Stopp-Codon in Exon 11 (von 13) führt. Diese Variante ist in dbSNP als nicht validierter Polymorphismus rs3208837 mit einer Frequenz von 100 % für das C-Allel gelistet. Im 1.000 Genome Projekt wurde ebenfalls nur das C-Allel beschrieben. Über die Funktion von TTLL3 ist nur wenig bekannt. Als erstes Protein der TTLL-Familie wurde TTLL1 im Jahr 2000 charakterisiert (Trichet et al., 2000). TTLL-Proteine sind verantwortlich für die Modifikation der Tubuline, die den Hauptbestandteil der Mikrotubuli darstellen (Pathak et al., 2011). Eine dominant-negative Mutation in Ttll3 verursacht nach Wloga (2009) im Wimperntierchen schwere Defizite bei der Anlagerung von Axonemen (Achsenfäden). Knockdown von Ttll3 im Zebrafisch immobilisiert Zilien im sich entwickelnden Embryo und führt u. a. zu Phänotypen mit gewundenem Schwanz (Wloga et al., 2009). In Wirbeltierembryonen sind bewegliche Zilien erforderlich, um die Links-Rechts-Achse am Ende der Gastrulation zu regulieren (Burdine & Schier, 2000). Es gibt bei der Maus keine Expressionsdaten für die BEEK-relevanten GT (MGI). Erste Untersuchungen am MPI in Berlin konnten in der Maus eine spezifische Expression am GT 9,5 im Darm und am GT 10,5 in der Kloake nachweisen. Das potentiell pathogene T-Allel konnte mittels Sanger-Sequenzierung in beiden Patienten im homozygoten Zustand bestätigt werden. Daraufhin wurden alle weiteren verfügbaren Familienmitglieder hinsichtlich dieser Variante genotypisiert (s. Tab. 23). Die Abb. 15 zeigt die familiäre Segregation des T-Allels. Eine phänotypisch unauffällige Schwester (VI.8) des Patienten VI.5 trägt das T-Allel ebenfalls im homozygoten Zustand. Das schließt eine Pathogenität der Variante trotzdem nicht aus, da schon die Kopplungsergebnisse auf eine (möglicherweise geschlechtsspezifisch) reduzierte Penetranz hingewiesen haben. Bei der Genotypisierung der Variante in einem größeren Fall-Kontroll-Kollektiv (378 BEEK-Patienten, 380 Kontrollen) wurde für das T-Allel in den Patienten eine leichte erhöhte Frequenz nachgewiesen (4,63 % vs. 3,29 %, s. Tab. 24). Es wies allerdings keine der untersuchten Personen eine Homozygotie für das T-Allel auf. Auf genetischer Ebene würde sich nur durch den Nachweis von weiteren Patienten mit einem homozygoten Genotyp ein zusätzlicher Hinweis für die Pathogenität der TTLL3-Variante ergeben. 
5 Diskussion 105  Angesichts der offensichtlichen Heterogenität der molekularen Ursachen der BEEK erfordert dies die Untersuchung einer sehr großen Zahl von Patienten und Kontrollen. Da sowohl die bisher erhobenen genetischen Daten als auch die Expressionsdaten 
TTLL3 als sehr vielversprechendes Kandidatengen erscheinen lassen, wird derzeit am MPI in Berlin ein Knockout-Mausmodell etabliert. Daraus lassen sich ggf. neue Erkenntnisse über die Bedeutung von TTLL3 für die Entwicklung der Harnblase ableiten.  
5.1.5 Kandidatengenanalyse für CYR61 Der nichtsteroidale Androgenrezeptorantagonist Flutamid (FLU; 2-methyl-N-[4-nitro-3-(trifluoromethyl)phenyl] propanamid) findet routinemäßige Anwendung in der Behandlung des Prostatakarzinoms. McIntyre et al. (2001) sowie Foster und Harris (2005) konnten zeigen, dass die embryonale Exposition einer Einzelgabe Flutamid in bis zu 12 % der Fälle eine E bei den exponierten Rattenembryonen hervorrufen kann. Eines der Gene, dessen Expression im Urogenitalbereich der Ratte mit am stärksten durch FLU induziert wird, ist Cyr61 (Vo et al., 2009). Beim Menschen beeinflusst das Protein CYR61 neben Zellproliferation und -wanderung die Adhäsion von Endothelzellen und Fibroblasten. Zudem konnte gezeigt werden, dass Cyr61 während der kritischen Entstehungszeit von E in der Maus spezifisch um die kloakale Region und den genitalen Tuberkel exprimiert ist (Draaken et al., 2010a). Dies lässt CYR61 als ein vielversprechendes Kandidatengen erscheinen. Es konnte jedoch sowohl in den kodierenden Regionen als auch im Bereich der Exon-Intron Übergänge des auf Chromosom 1p22.3 lokalisierten CYR61 bei keinem der untersuchten elf Patienten mit E bzw. acht Patienten mit KBE eine pathogene Mutation identifiziert werden (Draaken et al., 2010a). Es ist daher unwahrscheinlich, dass genomische Mutationen in CYR61 eine häufige Ursache von E und/oder KBE sind. Die untersuchten Patientenzahlen sind aufgrund der zu erwartenden ätiologischen Heterogenität von E aber zu klein, um seltene kausale Mutationsereignisse verlässlich zu identifizieren.  
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5.2 Isolierte anorektale Malformation (ARM) Diskutiert werden in diesem Kapitel die Befunde bei Patienten mit isolierter ARM. Es werden, basierend auf den CNV-Analysen, eine Duplikation auf Chromosom 18 (Kapitel 5.2.1) und ein Patient mit Deletion-18q-Syndrom (Kapitel 5.2.2) sowie, basierend auf einer Kandidatengenstrategie, die Sequenzierungsergebnisse von ausgewählten Genen der WNT- und FGF-Signalwege (Kapitel 5.2.3) erörtert.  
5.2.1 Duplikation auf Chromosom 18 Eine 15,1 Mb große de novo Duplikation 18p11.21-q12.1 konnte bei einer Patientin mit Analatresie, PDA, milden Gesichtsdysmorphien und Hypotonie bei einer CNV-Analyse von 13 Patienten mit ARM detektiert werden. Nach Sichtung der Literatur und Ausschluss von Patienten mit zusätzlichen chromosomalen Aberrationen oder komplexen Rearrangements von Chromosom 18 (Marical et al., 2007; Rodríguez et al., 2007) fanden sich nur drei weitere Patienten (s. Tab. 28) mit Duplikationen des Chromosoms 18 und einer Überlappung der betroffenen Regionen (Jaffray et al., 1980; Turleau et al., 1980; Wilson et al., 1990). Alle drei in der Literatur berichteten Patienten haben, im Gegensatz zu dem hier vorgestellten Fall, viele übereinstimmende Symptome mit dem Symptomspektrum einer kompletten Trisomie 18. 
Tab. 28: Übersicht von Patienten mit Trisomie 18pterq12 modifiziert nach Schramm et al. 2011 
 Chromosomale Region Max. Größe (Mb) 
Hier vorgestellter Patient (351-501) 18p11.21-q12.1 15,1 Jaffray et al., 1980 18pter  q12.2 35,5 Turleau et al., 1980 18pter  q12.2 35,5 Wilson et al., 1990 18pter  q12 41,8  Ungefähr 15 % der Patienten mit kompletter Trisomie 18 zeigen eine ARM (Kosho et al., 2006; Lin et al., 2006). Die hier beschriebene Region umfasst 52 Gene. Der vorgestellte Fall ist der erste publizierte Patient mit ARM und einer partialen de novo Trisomie 18 (18p11.21-q12.1; Schramm et al., 2011). 
5.2.2 Deletion-18q-Syndrom Bei einem ARM Patient mit zusätzlichen Symptomen eines 18q-Syndroms (De-Grouchy Syndrom) konnte eine de novo 12,2 Mb-Deletion (18q22.3–qter) und eine de novo 
5 Diskussion 107  2,2 Mb-Duplikation (18pter–p11.32), lokalisiert am telomeren Ende von Chromosom 18q, identifiziert werden. Erst 16 weitere Patienten, alle ohne ARM, wurden bisher mit einem dup18p/del18q Chromosom in der Literatur beschrieben (Vianna-Morgante et al., 1976; Teyssier & Bajolle, 1980; Mejía-Baltodano et al., 1997; Roberts et al., 2001; Vermeulen et al., 2005; Feenstra et al., 2007; Heard et al., 2009; O’Donnell et al., 2010). Für die Entstehung der Aberrationen wird ein crossing over innerhalb der invertierten Region auf Chromosom 18 während der Meiose vermutet (Anton et al., 2005). Eine gründliche Sichtung der Literatur und Expressionsdatenbanken bzgl. der 43 betroffenen Gene ließ keinen Schluss auf ein erfolgversprechendes Kandidatengen zu (Bartels et al., 2011). Trotzdem unterstützt dieser Bericht eines ersten Patienten mit dem Deletion-18q-Syndrom und ARM die mögliche Bedeutung von auf Chromosom 18 lokalisierten Genen bei der Entstehung von ARM (Bartels et al., 2011).  
5.2.3 Ausgewählte Kandidatengene der WNT- und FGF-Signalwege WNT-/FGF-Signalwege regulieren die Zell-Spezifikation und die Gewebedifferenzierung während der Embryogenese (Dorey & Amaya, 2010; Pownall & Isaacs, 2010). Eine Störung dieses koordinierten Zusammenspieles kann zu uro-rektalen Fehlbildungen bei Mäusen und Menschen führen (Wilkie, 2005; Shifley & Cole, 2007). Im Rahmen dieser Arbeit wurden auf der Grundlage der Beobachtungen bei Mäusen und humanen Zelllinien und/oder ihrer Beteiligung an syndromalen ARM-Formen Kandidaten-Gene aus diesen Signalwegen ausgewählt und analysiert (s. Abb. 27). In der untersuchten Kohorte von 78 ARM Patienten wurden allerdings keine potentiell pathogenen Varianten in den Genen WNT3A, WNT5A, WNT11, DACT1, FGF10 und T-Gen detektiert (Draaken et al., 2012). Die Analyse von FGFR2 ergab in drei Patienten jeweils bisher nicht beschriebene Varianten in heterozygoter Situation. 
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Abb. 27: Abstrahierte Darstellung von Signaltransduktionen ausgewählter FGF-/WNT-Proteine nach Draaken 
et al. (2012) Dargestellt sind molekulare FGF/WNT Singaltransduktionswege ausgewählter Kandidatenproteine für ARM. Die Formation des FGF:FGFR:HSPG Signalkomplexes aktiviert ERK/MAPK sowie PI3K. PI3K aktiviert wiederum AKT/PKB mit anschließender Inhibierung des Proteinkomplexes Axin/APC/GSK3β. ERK/MAPK fördert die Transkription von FGF-Zielgenen und könnte zudem die Freisetzung des transkriptionalen Repressors Goucho von TCF1 begünstigen. Dies wiederum führt zur Interaktion zwischen LEF1/TCF1 und βCN und aktiviert die Transkription von WNT-abhängigen Genen, wie z. B. dem T-Gen. Bei Abwesenheit von βCN im Zellkern wirkt LEF1/TCF1 als transkritionaler Repressor durch die Bindung an Groucho. βCN kann wiederum Groucho von TCF1/LEF1 lösen. WNT3A und WNT5A und WNT11 binden an die FZD-Rezeptorfamilie zusammen mit LRP5/6 oder ROR1/2 und aktivieren DSH. DSH, wie auch DACT1, inhibiert den Proteinkomplex Axin/APC/GSK3β und führt zu einer Erhöhung von βCN im Zellkern und Zytoplasma. Die Abwesenheit dieses Effektes führt zur Phosphorylierung von βCN durch den Proteinkomplex Axin/APC/GSK3β und fördert den Abbau von βCN. Die Abbildung wurde adaptiert von vorherigen Studien (Catala, 2002; Grumolato et al., 2010; Pownall & Isaacs, 2010; Uysal-Onganer & Kypta, 2012). AKT: v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1, APC: adenomatous polyposis coli, ARM: anorektale Malformationen, ßCN: ß-catenin, DACT1: dapper homolog 1, DSH: dishevelled, ERK: extra-cellular signal-regulated kinease, FGF: fibroblast growth factor, FZD: Frizzeld, GSK3ß: glycogen synthase kinase 3ß, HSPG: heparan sulfate proteoglycan, LEF1: lymphoid enhancer-binding factor 1, LRP: low density lipoprotein receptor-related protein, MAPK: mitogen-activated protein kinases, PI3K: phosphoinositide-3 kinase, PKB: protein kinase B, ROR: receptor tyrosine kinase-like orphan receptor, TCF1: trancription factor 1, WNT: wingless-type MMTV integration site family.  Eine der drei FGFR2-Varianten ist eine in Exon 18 gelegene synonyme Variante (c.C2717T, p.Phe689=). Da die Variante höchstwahrscheinlich keine biologische Auswirkung hat, wurde sie nicht weiterverfolgt. Die zwei anderen Varianten (p.Ala461Val und p.Thr454=) sind in Exon 12 lokalisiert. Diese würden den zytoplasmatischen Teil des Proteins betreffen, der bisher nicht mit den durch 
5 Diskussion 109  Mutationen in FGFR2 verursachten Formen des autosomal-dominanten Kraniosynostose-Syndromes in Verbindung gebracht wurde (Ohashi et al., 1993; LeHeup et al., 1995; Park et al., 1995a, 1995b; Pfeiffer et al., 1996; Przylepa et al., 1996; Krepelová et al., 1998; Schaefer et al., 1998; Kodaka et al., 2004). Patient G10 (p.Ala461Val) zeigt eine ARM, eine Hypoplasie des linken Daumens, eine preaxiale Polydaktylie der linken Hand, einen Keilwirbel (Brust und Hals), Missbildungen der Rippen, dextroversio cordis und eine linksseitige Doppelniere und somit das Vollbild einer Vater/VACTERL-Assoziation. p.Ala461Val wurde vom Programm MutationTaster (Schwarz et al., 2010) als krankheitsverursachend eingeordnet. Allerdings beurteilen die bioinformatischen Analyseprogramme PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2010), MutPred (Li et al., 2009) und SNPs & Go (Calabrese et al., 2009) diese Substitution als benigne Variante. Patient B10 (p.Thr454=) weist zwar eine synonyme Variante auf, das in der Familie beobachtete Phänotypspektrum ließ aber eine weitere Abklärung sinnvoll erscheinen. Der betreffende Patient weist neben einer ARM auch eine Hypospadie, eine linksseitige Nierenagenesie, Missbildungen der Rippen, Lendendefekte, Spina bifida occulta und eine Hexadaktylie des rechten Fußes auf. Die Variante ist maternal vererbt und interessanterweise zeigen sowohl der Patient als auch seine Mutter eine Spina bifida occulta. Die Variante (p.Thr454=) liegt innerhalb eines für den Spleißvorgang verantwortlichen Sequenzmotives und könnte ein alternatives Spleißen auslösen. Die Ergebnisse der daraufhin durchgeführten mRNA-Experimente deuten aber darauf hin, dass die Variante keinen Einfluss auf den Spleißvorgang hat und es sich somit vermutlich um eine benigne Variante handelt. Zusammenfassend konnte kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen ARM und genetischer Variation in WNT3A, WNT5A, WNT11, DACT1, FGF10, FGFR2 oder dem T-Gen dargestellt werden, obwohl diese Gene in direktem Zusammenhang mit der uro-rektalen Entwicklung gebracht wurden (Ohashi et al., 1993; LeHeup et al., 1995; Yamaguchi et al., 1999; Lickert et al., 2001; Cheyette et al., 2002; Fairbanks et al., 2004; Yucel et al., 2004; Nakata et al., 2009; Tai et al., 2009; Wen et al., 2010; Mehta et al., 2011; Spence et al., 2011; van de Ven et al., 2011). Das untersuchte Patientenkollektiv war zwar größer als in früheren Kandidatengenstudien zur ARM (Papapetrou et al., 1999; Seri et al., 1999; Krüger et al., 2008b; Agochukwu et al., 2011), trotzdem hatte die Stichprobengröße 
110 5 Diskussion  immer noch eine begrenzte Power zur Detektion seltener kausaler Mutationen. Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass Mutationen in der Promotorregion, in noch unbekannten regulatorischen Sequenzen bzw. in nicht kodierenden Regionen (die mit den angewandten Verfahren nicht nachweisbar sind), übersehen wurden. Auch könnte es sich bei den gefundenen Varianten in FGFR2 möglicherweise doch um pathogene Mutationen handeln. Daher würden sich eine Untersuchung in einem größeren Patientenkollektiv sowie die Überprüfung im Mausmodell anbieten. Zukünftige Studien sollten zusätzliche Proteine der WNT-/FGF-Signalwege als mögliche Kandidaten analysieren, um einen genetischen Zusammenhang dieser Signalwege mit der uro-rektalen Entwicklung beim Menschen herstellen zu können.  
5.3 VATER/VACTERL-Assoziation Es wurden 47 Patienten mit VATER/VACTERL bzw. mit VATER/VACTERL-ähnlichem Phänotyp zusammen mit ihren phänotypisch gesunden Eltern mittels SNP-Array molekulargenetisch karyotypisiert. Drei de novo Mikroduplikationen in den chromosomalen Regionen 1q41, 2q37.3 und 8q24.3 konnten in drei unterschiedlichen Familien detektiert werden. Diese CNVs betreffen die Gene SPATA17, CAPN10, GPR35, 
EPPK1, PLEC und PARP10. Die Expression von Spata17 ist in verschiedenen Spezies auf den Hoden beschränkt (Deng et al., 2006; Nie et al., 2011) und wurde daher nicht weiter untersucht. Ebenfalls wurde das moderat bis ubiquitär an GT 14,5 exprimierte Gen Capn10 ausgeschlossen. Ein Knockout von Capn10 führt im Tiermodell zu einem Anstieg von Adipositas und metabolischen Defekten (Cheverud et al., 2010). Die Expression von Plec ist auf die Netzhautentwicklung nach GT 14,0 beschränkt. Es scheint aber auch in anderen Geweben exprimiert zu werden, da die Mausembryonen neonatal mit Blasenbildung und weiteren Defekten der Haut sterben (Andrä et al., 1997). Mutationen in PLEC sind beim Menschen mit einem Subtyp der Epidermolysis bullosa assoziiert (Pfendner et al., 2005). Für Parp10 konnten keine Expressionsdaten gefunden werden. Das Gen teilt sich aber einige Exons mit Plec und gezielte Deletionen beeinträchtigen das Nervensystem (Fuchs et al., 2009). Die vielversprechendsten Kandidatengene sind GPR35 und EPPK1. WISH-Analysen konnten für GT 12,5 und 14,5 die Expression von Gpr35 und Eppk1 u. a. im für 
5 Diskussion 111  VATER/VACTERL-relevanten Gewebe validieren (s. Abb. 23). Dies entspricht den menschlichen Schwangerschaftswochen sechs bis acht und umfasst die relevanten Stadien der Organsystementwicklung bei Mäusen, die bei der Entstehung der VATER/VACTERL-Assoziation beteiligt sind (O’Rahilly, 1979). 
Gpr35 ist zudem im Genitalhöcker und in den Spinalganglien exprimiert. Dies sind keine Gewebe, die nach Definition der VATER/VACTERL-Assoziation direkt betroffen sind, doch weist interessanterweise ein erheblicher Anteil der Patienten zusätzliche genitale Anomalien oder Defekte auf (Czeizel & Ludányi, 1985). Die Neuronen der Spinalganglien sind eng mit der Entwicklung der Wirbelkörper verbunden und entstammen den Neuralleistenzellen. Diese sind bei der Bildung der für die VATER/VACTERL-Assoziation relevanten Gewebe, einschließlich des kardialen Ausflusstrakts und des enterischen Nervensystems, beteiligt. Auf Grundlage dieses Zusammenhangs und den Expressionsdaten wurde GPR35 als Kandidatengen für die VATER/VACTERL-Assoziation priorisiert. Die Analyse der proteinkodierenden Exons von GPR35 in 192 Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation bzw. VATER/VACTERL-ähnlichem Phänotyp konnte keine Mutation detektieren. GPR35 kann aber als kausales Gen nicht ausgeschlossen werden, da Mutationen in GPR35 vielleicht nur eine seltene Ursache der VATER/VACTERL-Assoziation sind und die untersuchte Kohorte zu klein gewesen ist. Es könnten allerdings auch Mutationen in den nichtkodierenden Exons oder in anderen, das Gen regulierenden Elementen für die VATER/VACTERL-Assoziation verantwortlich sein. Letztlich bleibt GPR35 weiterhin ein vielversprechendes Kandidatengen und sollte in zusätzlichen genetischen und funktionellen Studien untersucht werden. In weiterführenden Analysen sollten zudem die anderen fünf Gene (EPPK1, SPATA17, 
CAPN10, PLEC oder PARP10), die in den detektierten de novo Mikroduplikationen kartieren, untersucht werden.  
5.4 Prune-Belly-Syndrom (PBS) Im Rahmen dieser Arbeit konnte in fünf Brüdern mit einem PBS-ähnlichem Syndrom eine homozygote Mutation (p.Pro392Alafs*43) in CHRM3 identifiziert werden, die zu einem Funktionsverlust führt (Weber et al., 2011). Chrm3 kodiert einen der 
112 5 Diskussion  muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (mAChR). und CHRM3 ist bei der Induzierung der Harnblasenkontraktion während der Miktion beteiligt (Fowler et al., 2008). Alle Nachkommen dieser konsanguinen türkischen Familie haben eine kongenitale Obstruktion des Blasenabgangs (s. Abb. 28). Der Indexpatient (II-4) sowie ein verstorbener Bruder (II-1) haben PBS, während drei Brüder (II-2, II-5, II-6) posteriore Urethralklappen (PUK) und ein vierter Bruder (II-7) eine malformierte Blase haben.  
 
Abb. 28: Stammbaum der konsanguinen Familie mit dem PBS-Indexpatienten Dargestellt sind die Eltern (I) mit ihren sieben Nachkommen (II). Alle männlichen Nachkommen haben eine kongenitale Obstruktion des Blasenabgangs. Der Indexpatient (II:4) und ein verstorbener Bruder (II:1) zusätzlich PBS. 
Kreis: weiblich; Kasten: männlich; Querbalken: verstorben; gefüllte Fläche: betroffene Familienmitglieder; Punkt: Anlageträger  Weitere CHRM3-Mutationen oder homozygote Deletionen konnten mittels Sanger-Sequenzierung in 19 PBS-Patienten, fünf weiteren Multiplex-PUK-Familien und 38 PUK-Patienten nicht detektiert werden. Bemerkenswerterweise wurde kürzlich ein Erwachsener mit Miktionsfehler beschrieben (Pomper et al., 2011). Dieser hat einen auffallend ähnlichen Phänotyp wie die hier untersuchten Patienten. Bei diesem Patienten konnte im Blasengewebe kein CHRM3-Protein detektiert werden und es wurde eine CHRM3-Mutation postuliert. Jedoch waren in diesem Fall sowohl Sequenzierungs- als auch Kopienanzahl-Analysen unauffällig (Pomper et al., 2011). Ein Ausfall der Blasenkontraktilität vor der Geburt beim Menschen mit homozygoter (oder compound heterozygoter) CHRM3-Mutation könnte zu der beobachteten Blasendysmorphologie postpartum beitragen. In Folge von CHRM3-Mutationen kommt es vermutlich zeitlebens zu Blasenfunktionsstörungen, die einen bedeutenden Risikofaktor für die Progression einer Niereninsuffizienz darstellen (Farrugia & Woolf, 
5 Diskussion 113  2010). Chrm3 mutierte Mäusen zeigen zusätzlich einen eingeschränkten Speichelfluss und erweiterte Pupillen. Dies steht im Einklang mit der beschriebenen Rolle der mAChR in der serösen Speicheldrüsenbildung und der Pupillenverengung bei Mäusen (Matsui et al., 2000) und konnte ebenfalls beim Menschen beobachtet werden (Pomper et al., 2011; Lin et al., 2012). Beim Indexpatienten konnte ebenfalls eine eingeschränkte Pupillenverengung diagnostiziert werden. Diese Beobachtung scheint eine mAChR-Mutation mit einer Entwicklungsstörung der Harnwege als eine Komponente des parasympathischen Nervensystems zu verbinden. Die Blase dient als Urinreservoir und gibt diesen über den Harnleiter ab. Letzteres wird durch die Detrusorkontraktionen, stimuliert durch parasympathische Nerven, angetrieben. In der adulten humanen Blase sind zwei mAChR-Subtypen (CHRM2 und CHRM3) exprimiert (Mansfield et al., 2007; Shakirova et al., 2010), aber der kritische Rezeptor für die Miktion ist nur CHRM3 (Fowler et al., 2008). Dieser vermittelt 95 % der cholinergen Kontraktion des Detrusors (Matsui et al., 2000). In Mäusen und Ratten konnte die Expression von Chrm3 im Blasengewebe sowohl bei Jungtieren als auch bei erwachsenen Tieren nachgewiesen werden (Schneider et al., 2005; Zarghooni et al., 2007). Sowohl die offensichtliche loss-of-function Natur der CHRM3-Mutation als auch die phänotypische Ähnlichkeit zwischen den Patienten und Chrm3-Knockout-Mäusen unterstreichen die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um die kausale Mutation in der untersuchten Familie handelt (Weber et al., 2011). Die p.Pro392Alafs*43 Mutation bewirkt ein vorzeitiges Stopp-Codon an Position 435. Falls mutierte RNA-Transkripte stabil wären, würde ein trunkiertes CHRM3-Protein gebildet, bei dem ein Teil der dritten Schleife der zytosolischen, transmembranen Domänen VI und VII sowie der C-Terminus des Rezeptors fehlen. Die Prognose der dreidimensionalen Struktur der CHRM3-Mutante sagt zudem eine Störung der Faltung der verbleibenden dritten intrazellulären Schleife voraus (s. Abb. 25), die bedeutend für die Signaltransduktion durch die G-Protein-Aktivierung und Interaktion ist (Borroto-Escuela et al., 2010). 
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Im Fokus der hier vorgestellten Untersuchungen standen die genetischen Ursachen schwerster Formen angeborener uro-rektaler Fehlbildungen. Dazu zählt zum einen der Blasenekstrophie-Epispadie-Komplex (BEEK), der klinisch hinsichtlich seines Schweregrades in drei verschiedene Subtypen unterteilt wird: Epispadie (E), klassische Blasenekstrophie (KBE) und Kloakenekstrophie (KE). Zum anderen handelt es sich um anorektale Malformationen (ARM) und die hier ebenfalls untersuchten syndromalen ARM-Formen, wie die VATER/VACTERL-Assoziation und das Prune-Belly-Syndrom (PBS). In Deutschland werden jährlich geschätzt 280 Patienten (Inzidenz 1 : 2.500) mit diesen Fehlbildungen geboren (International Clearinghouse for Birth Defects Monitoring Systems, 1987; Jenetzky, 2007). Es wurden Kandidatengene und -regionen für BEEK und ARM identifiziert und weiter analysiert. Bei diesen Untersuchungen wurde der Schwerpunkt auf den Nachweis von Kopienzahlveränderungen (CNVs) gelegt, die als DNA-Segmente unabhängig von Größe und Frequenz mit abweichender Kopienanzahl im Vergleich zu einem Referenzgenom definiert sind. Hier lag der Fokus auf der Identifizierung von de novo CNVs, die kodierende Gensequenzen involvieren. Zusätzlich wurden Sanger-Sequenzierungen und NGS- Analysen zur Untersuchung von in Kopplungs- und CNV-Regionen gelegenen Kandidatengenen durchgeführt. Ebenfalls mit Sanger-Sequenzierung wurden Kandidatengene untersucht, die aufgrund systematischer Literaturrecherchen und basierend auf den Expressionsanalysen im Mausembryo (durchgeführt am Max-Planck-Institut in Berlin) ausgewählt wurden. Nach einem ersten Mikroduplikationsbefund auf Chromosom 22q11.21 wurde eine region-spezifische CNV-Analyse in 348 BEEK-Patienten und 1217 Kontrollen durchgeführt. Dabei wurden insgesamt sechs KBE-Patienten mit Duplikationen auf Chromosom 22q11.21 identifiziert (Draaken et al., 2010b). Für weitere Analysen wurden zwei von einer unabhängigen Arbeitsgruppe berichtete KBE-Patienten mit CNVs in dieser Region (Lundin et al., 2010) einbezogen. Die Analyse der Bruchpunktregionen und potentieller Kandidatengene (SNAP29 und CRKL) konnte die molekularen Ursachen allerdings nicht weiter spezifizieren. Träger einer Mikroduplikation 22q11.21 haben gegenüber Nichtträgern ein mehr als 28-fach erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer KBE (OR 28,76; P = 3,891 x 10-5). Der Zusammenhang ist damit sicher nachgewiesen, so 
6 Zusammenfassung 115  dass das phänotypische Spektrum des die Region 22q11.21 betreffenden Duplikationssyndroms Chromosom 22 um den bisher nicht beschriebenen Phänotyp KBE erweitert werden muss. Weitergehende Untersuchungen werden die Isolierung der Beiträge einzelner Gene zum Ziel haben. Die genomweite CNV-Analyse von 110 BEEK-Patienten identifizierte bei einem KBE-Patienten eine de novo 0,9 Mb Mikroduplikation auf Chromosom 19p13.12. Auf der Basis von Expressionsuntersuchungen wurde aus den in der Region lokalisierten 20 RefSeq-Genen WIZ als Kandidatengen favorisiert. Eine Mutation in WIZ konnte bei 110 untersuchten BEEK-Patienten jedoch nicht nachgewiesen werden. Der Zusammenhang von Mikroduplikation und KBE bleibt damit im Moment auf den Einzelfall beschränkt (Draaken et al., 2013). Eine CNV-Analyse bei acht konsanguinen iranischen KBE-Patienten identifizierte bei einem Patienten eine paternal vererbte Mikrodeletion auf Chromosom 15q22.1. Diese Mikrodeletion führt zum heterozygoten Verlust der Exons 4 bis 8 des ALDH1A2-Gens. Eine Sanger-Sequenzierung konnte zwar keine zweite pathogene Mutation auf dem trans-Allel identifizieren, ALDH1A2 bleibt aber weiterhin ein vielversprechendes Kandidatengen, da das kodierte Protein für die Synthese von Retinsäure während der frühen embryonalen Entwicklung der kaudalen Strukturen (u. a. Urogenitaltrakt) verantwortlich ist (Niederreither et al., 2002; Uji et al., 2011). In einer Kopplungsuntersuchung einer konsanguinen marokkanischen Familie konnte eine 12,26 Mb große Kandidatenregion auf Chromosom 3 identifiziert werden. Die hier betroffenen 84 RefSeq-Gene wurden mittels NGS-Analyse hinsichtlich einer homozygoten Variante in zwei KBE-Patienten der Kopplungsfamilie untersucht. Es wurde ein homozygoter Austausch von C nach T identifiziert, der zu einem verfrühten Stopp-Codon in Exon 11 des Gens TTLL3 führt. Diese potentiell pathogene Variante wird in dbSNP als nicht validierter Polymorphismus rs3208837 mit einer Frequenz von 100 % für das C-Allel gelistet. Eine phänotypisch unauffällige Schwester trägt das T-Allel jedoch ebenfalls im homozygoten Zustand. Das schließt eine Pathogenität der Variante trotzdem nicht aus, da schon die Kopplungsergebnisse auf eine (möglicherweise geschlechtsspezifisch) reduzierte Penetranz hingewiesen haben. Die Genotypisierung der Variante in 378 Patienten und 380 Kontrollen zeigte keinen signifikanten Frequenzunterschied und somit keinen Hinweis auf eine funktionelle Relevanz, so dass 
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CYR61, das bei Proliferation, Migration und Adhäsion von Endothelzellen und Fibroblasten (Lau & Nathans, 1985; Kireeva et al., 1996) eine Rolle spielt, als potentielles Kandidatengen für E aus. Cyr61 wird in der Maus spezifisch um die kloakale Region und den genitalen Tuberkel exprimiert (Draaken et al., 2010a). Sowohl in den kodierenden Regionen als auch in den Exon-Intron Grenzen von CYR61 konnte jedoch bei keinem der untersuchten elf E-Patienten sowie weiteren acht KBE-Patienten eine pathogene Mutation identifiziert werden (Draaken et al., 2010a). Aufgrund der begrenzten Kollektivgröße können Mutationen in CYR61 nur als häufige nicht aber als seltene Ursache ausgeschlossen werden. Die systematische CNV-Analyse von 13 ARM-Patienten und deren gesunden Eltern zeigte eine 15,1 Mb große de novo Duplikation 18p11.21-q12.1 bei einer Patientin mit Analatresie, PDA, leichter Gesichtsdysmorphie und Hypotonie. Eine weitere CNV-Analyse wurde bei einem ARM-Patienten aufgrund der zusätzlichen Symptome des 18q-Syndroms (De-Grouchy Syndrom) durchgeführt. Hier konnte eine de novo 12,2 Mb Deletion (18q22.3-qter) sowie eine de novo 2,2 Mb Duplikation (18pter-p11.32) detektiert werden. Die bisher bekannte Assoziation einer kompletten Trisomie 18 mit ARM in 15 % der Fälle (Kosho et al., 2006; Lin et al., 2006) sowie die hier erhobenen Befunde deuten auf einen für die anorektale Entwicklung relevanten Lokus auf Chromosom 18 hin und lassen weitergehende Untersuchungen sinnvoll erscheinen (Bartels et al., 2011; Schramm et al., 2011). Basierend auf den Beobachtungen bei Mäusen, humanen Zelllinien und/oder ihrer Beteiligung bei Erkrankungen mit ARM wurden Kandidaten-Gene aus dem WNT- und FGF-Signalweg ausgewählt und analysiert. Eine Störung der WNT-/FGF-Signalwege kann zu schweren Missbildungen bei Mäusen und Menschen im Urogenitalbereich und Anorektum führen (Wilkie, 2005; Shifley & Cole, 2007). In den Genen WNT3A, WNT5A, 
WNT11, DACT1, FGF10 und dem T-Gen wurde in der untersuchten Kohorte von 78 ARM-Patienten keine potentiell kausalen Varianten detektiert. Drei gefundene Varianten in 
FGFR2 scheinen ebenfalls keinen unmittelbaren Einfluss auf die Ätiologie des ARM-Phänotyps zu haben (Draaken et al., 2012). Eine CNV-Analyse von 47 Patienten mit VATER/VACTERL bzw. mit VATER/VACTERL-ähnlichem Phänotyp und ihren gesunden Eltern identifizierte de novo Mikroduplikationen in den chromosomalen Regionen 1q41, 2q37.3 und 8q24.3 in drei 
6 Zusammenfassung 117  unterschiedlichen Familien. Diese CNVs betreffen die Gene SPATA17, CAPN10, GPR35, 
EPPK1, PLEC und PARP10. Auf Grundlage von Expressionsdaten und Literaturbefunden wurde GPR35 als Kandidatengen für die VATER/VACTERL-Assoziation priorisiert. Die Analyse der proteinkodierenden Exons von GPR35 in 192 Patienten mit VATER/VACTERL-Assoziation bzw. VATER/VACTERL-ähnlichem Phänotyp konnte allerdings keine ursächliche Mutation detektieren (Hilger et al., in Druck). Bei einem PBS-Patienten wurde eine homozygote Mutation (p.Pro392Alafs*43), die ein vorzeitiges Stopp-Codon an Position 435 von CHRM3 bewirkt, mittels NGS-Analyse gefunden und bei allen fünf Betroffenen dieser Familie bestätigt. Sowohl der offensichtliche Funktionsverlust dieser CHRM3-Mutante als auch die phänotypische Ähnlichkeit der Symptome zwischen den Patienten und Chrm3-Knockout-Mäusen unterstreichen die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um die kausale Mutation in der untersuchten Familie handelt. Weitere CHRM3-Mutationen oder homozygote Deletionen konnten mittels Sanger-Sequenzierung in 62 weiteren Patienten nicht detektiert werden. Somit scheinen weitere, bisher unbekannte genetische Faktoren in der Ätiologie von PBS eine Rolle zu spielen (Weber et al., 2011). Mit den vorliegenden Untersuchungen konnten bei einer Reihe von Patienten mit uro-rektalen Fehlbildungen ursächliche genetische Aberrationen identifiziert werden. Angesichts der Tatsache, dass bislang bei den untersuchten Phänotypen nur in ganz wenigen Einzelfällen genetische Ursachen berichtet waren, stellen die Ergebnisse einen erheblichen Fortschritt dar. So konnte u. a. zum ersten Mal ein chromosomaler Lokus (Chromosom 22q11.21) als ursächlich für die Entwicklung einer BEEK identifiziert werden. Weiterhin scheint Chromosom 18 einen Einfluss auf die Ätiologie von ARM zu haben (Bartels et al., 2011; Schramm et al., 2011) und für PBS konnte CHRM3 in einem familiären Fall als pathogenes Gen identifiziert werden (Weber et al., 2011). Weitere Kandidatengene und -regionen wurden vorgeschlagen und bedürfen der weitergehenden Abklärung.  
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, seltene hochpenetrante Kandidatenregionen und -gene für den BEEK und für ARM zu identifizieren. Dafür wurden u. a. genomweite Genotypisierungsdaten erhobenen. Diese Daten lassen sich für weiterführende Analysen neu analysieren und auswerten. In der vorliegenden Arbeit wurde QuantiSNP zur CNV-Detektion herangezogen. Der bereits generierte Datensatz wird mit weniger stringenten Filterkriterien erneut evaluiert, um ggf. nicht detektierte ursächliche CNVs in den bereits untersuchten Patienten doch noch zu identifizieren. Zudem wurden in den vergangenen Jahren neben QuantiSNP weitere Algorithmen zur Detektion von CNVs publiziert (Sun et al., 2009; Coin et al., 2010) und sollen ebenfalls angewendet werden. Ein weiterer Fokus wird sich den regulatorischen Elementen im menschlichen Genom widmen. Das ENCODE-Projekt (ENCODE Project Consortium, 2004) konnte kürzlich ca. 80 % des menschlichen Genoms biochemische Funktionen zuweisen (Dunham et al., 2012). Daher werden diese Daten für eine weiterführende CNV-Analyse etabliert und zudem CNVs gezielt analysiert, die bis zu 1 Mb von Genen entfernt liegen. Solche CNVs betreffen häufig regulatorische Elemente und können die Expression von Genen beeinflussen (Klopocki & Mundlos, 2011). Der in dieser Arbeit erfolgreich gewählte CNV-Ansatz soll darüber hinaus an zusätzlichen Patienten durchgeführt werden, um den Beitrag an ursächlichen CNVs zur Entstehung uro-rektaler Malformationen systematisch weiter zu untersuchen. Eine Vergrößerung der Kollektive wird darüber hinaus Analysen ermöglichen, die wegen der begrenzten Stichprobengröße bisher nicht möglich waren. So ist als nächster Schritt geplant, weitere 200 BEEK-Patienten genomweit zu genotypisieren, um eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS) durchzuführen. Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Mehrzahl der BEEK-Patienten ein genetisch komplexer Erbgang zugrunde liegt. Daher ist eine GWAS zur Identifizierung niedrig penetranter Suszeptibilitätsgene geplant. Hierfür werden die neu generierten, zusammen mit den bereits erhobenen, genomweiten Genotypisierungsdaten verwendet. Eine Powerkalkulation für ARM und BEEK prognostiziert Erfolgsaussichten für einen GWAS-Ansatz von über 80 % bei Einschluss von 300 Patienten. Für die Kalkulation wurden die Ergebnisse der am Institut für Humangenetik in Bonn erfolgreich durchgeführten GWAS 
7 Ausblick 119  für Lippen-Kiefer-Gaumenspalte herangezogen (Birnbaum et al., 2009; Mangold et al., 2010). Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Exomsequenzierung eine pathogene Mutation in einem familiären Fall von PBS identifizieren (Weber et al., 2011). Basierend auf der Erfahrung dieser Arbeit werden NGS-Analysen bei Patienten ohne auffälligen CNV-Befund durchgeführt. Es ist geplant, zwei weitere Multiplex-Familien und acht konsanguine BEEK-Patienten exomweit zu sequenzieren, um mögliche autosomal-rezessive Krankheitsgene bei diesen Familien zu identifizieren. Zudem ist eine NGS-Analyse von zehn KE-Trios zur Identifizierung hochpenetranter, autosomal-dominanter 
de novo Mutationen geplant. Dieser Ansatz basiert auf der fehlenden Reproduktionsfähigkeit der meisten KE-Patienten. Der direkte Vergleich der elterlichen Exome mit denen der jeweiligen Kinder kann die Anzahl potentiell ursächlicher de novo Mutationen auf bis zu fünf Varianten reduzieren (Vissers et al., 2010) und stellt somit eine vielversprechende Methode zur Identifizierung pathogener de novo Mutationen dar. Die Ergebnisse der geplanten Forschungsarbeiten werden zu einem besseren Verständnis der molekulargenetischen Grundlagen normaler und gestörter embryonaler Entwicklung des menschlichen Urogenitaltraktes und des Enddarmes führen. Die Identifizierung betroffener Proteine wird Ausgangspunkt für die Erstellung von Signal-Ketten liefern, deren Störung zur Ausprägung der untersuchten Malformationen beiträgt und die Generierung neuer Maus- oder Zebrafisch-Modelle ermöglichen. Perspektivisch wird die Identifizierung hochpenetranter ursächlicher Mutationen neue diagnostische Möglichkeiten eröffnen und eine genaue Einschätzung des Wiederholungsrisikos für betroffene Familien erlauben.  
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Es werden alle Oligonukleotidsequenzen für die unterschiedlichen qPCR-Experimente und die verwendeten Oligonukleotide der jeweiligen Sanger Sequenzierungen aufgeführt.  
Oligonukleotide für die CNV-Validierung mittels qPCR Für die Validierung der putativen CNVs und der Segregationsüberprüfung wurden Oligonukleotide designt (Kapitel 3.2.8.1). Die folgenden Tabellen führen neben der Sequenz die genomische Position des zu überprüfenden CNVs in hg18 sowie den Patienten auf.  
Anhang A: House Keeper Gene für die qPCR 
Patient genomischePosition Name Sequenz 
HKG chr7:117019474-117019612 CFTR-f GGAGATGCTCCTGTCTCCTG 
HKG chr7:117019474-117019612 CFTR-r GGGAGTCTTTTGCACAATGG 
HKG chr15:81722832-81722957 BCN1-r GCAGATGTCACACTGGAAGC 
HKG chr15:81722832-81722957 BCN1-f TCAGTGCTTTGTCCAACAGG 
HKG chr10:15185738-15185866 RNA-f CTGCCATGATCACCTCACAC 
HKG chr10:15185738-15185866 RNA-r GAACGCCAAGGCTAGAACAC  
Anhang B: qPCR-Primer Duplikation 19 
Patient genomische Position Name Sequenz 275_501 chr19:14944640-15888067 A_ILVLB_1F TGAAACAGCCTCCTGTCCTC 275_501 chr19:14944640-15888067 A_LVLB_1R GGCTGGACACAGATTTCTCG 275_501 chr19:14944640-15888067 A_AKAP8_2F GTAGCTGTAGGTTGCGCCTG 275_501 chr19:14944640-15888067 A_AKAP8_2R CTCGTGGCTGCTGAAGTCT 275_501 chr19:14944640-15888067 A-CYP4F11_3F AGGCACTGAGCTCCAAGATG 275_501 chr19:14944640-15888067 A-CYP4F11_3R CTAGCTGCTGGTGAGAGGTG 28_501 chr4:129993331-130147254 B_PHF17_1F GTGTCACACATTCCCAGCAG 28_501 chr4:129993331-130147254 B_PHF17_1R CGCAGGAAAGGAAAATGAAG 28_501 chr4:129993331-130147254 B_SLCT1_2F TCTTGCTGAAGTTTTAGCCTTTG 28_501 chr4:129993331-130147254 B_SLCT1_2R GCTCCTCAGAAGAAATATCACG 28_501 chr4:129993331-130147254 B_SLCT1_3F TGCAGCATGCTTATTGTTGA 28_501 chr4:129993331-130147254 B_SLCT1_3R CAACAACTGACCAAACAACTTCA 556_501 chr6:44889986-45230225 C_SUPTH3_1F ACTGTGAATGGGGAAAGTGG 556_501 chr6:44889986-45230225 C_SUPTH3_1R GTGTTTTTCTGTCGCAGAGC 556_501 chr6:44889986-45230225 C_SUPTH3_2F TGTGAGCCTCAACACCACAG 556_501 chr6:44889986-45230225 C_SUPTH3_2R GGAAAAACCGGTCTCTTTTG 556_501 chr6:44889986-45230225 C_SUPTH3_3F CCCAATGGAAAATAACCCATC 556_501 chr6:44889986-45230225 C_SUPTH3_3R CCAACACTAATCTGGACAACAAG 
Anhang 153  
Patient genomische Position Name Sequenz 19_501 chr7:6557534-7376916 D_ZDHHC4_1F CTGCAGTGAGTGTGGCTCTC 19_501 chr7:6557534-7376916 D_ZDHHC4_1R CACCATATCTGGGGGTGAAC 19_501 chr7:6557534-7376916 D_mitte_2F TGAATTTGGATCCTGTTTTCTC 19_501 chr7:6557534-7376916 D_mitte_2R TTTTGTGCAGCCAAACACC 19_501 chr7:6557534-7376916 D_COL28A1_3F CCTGAGCCATTACAGCCACT 19_501 chr7:6557534-7376916 D_COL28A1_3R ATGTTTGGAAGCCTTGAAGC 273_501 chr19:531164-589853 E_BSG_1F GGAGAAGTTGTTGGCCTGAG 273_501 chr19:531164-589853 E_HCN_2F AGATGTCGCCAATACGGTGT 273_501 chr19:531164-589853 E_POLRMT_3F ATCTCCACTGCCACATTCTG 273_501 chr19:531164-589853 E_BSG_1R AGAGAGAGGAGCCTGGAACC 273_501 chr19:531164-589853 E_HCN_2R CCCAGTTTCCTCGTCTGAG 273_501 chr19:531164-589853 E_POLRMT_3R CTCTCATGTCCTCGCCTTCT 275_501 chr17:69345767-70130820 Dup17_1F GGGTTACCTTGAGCAGGTTG 275_501 chr17:69345767-70130820 Dup17_1R GCTTTCAGGGCTGTCTATGC 275_501 chr17:69345767-70130820 Dup17_ttyh2_2F CTTGGAAGGATGGACGAGAG 275_501 chr17:69345767-70130820 Dup17_ttyh2_2R CGACTGGAAGAGAGCAGAGG 275_501 chr17:69345767-70130820 Dup17_CD300_3F CCTTGTTCCCTTGTCCAGTC 275_501 chr17:69345767-70130820 Dup17_CD300_3R GGTCCTGGATTCATGGTCAC 275_501 chr1:204489704-204583881 K-CTSE_1F CTCCTTCTTTTGCTGCTGGT 275_501 chr1:204489704-204583881 K-CTSE_1R CAGCTTTCCTACCCCAGAGC 275_501 chr1:204489704-204583881 K-CTSE_2F CTGTGCCATTCTCCTGTTCTC 275_501 chr1:204489704-204583881 K-CTSE_2R TCTGCATCCACAAAGGTCTG 275_501 chr1:204489704-204583881 K-CTSE_3R AGGACTTCGTGGATGGAATG 275_501 chr1:204489704-204583881 K-CTSE_3F CAGTCCCACACGGTTATTCC 78_501 chr1:103221923-103317515 L-COL11A1_1F GTTGTCCAAGTCATGATCAGC 78_501 chr1:103221923-103317515 L-COL11A1_1R GATGGTGTAAAACAAGCTGTG 78_501 chr1:103221923-103317515 L-COL11A1_2F GGTCTTGTGCTCCTCACCTC 78_501 chr1:103221923-103317515 L-COL11A1_2R CCAAGGCAGCATATGACTACTG 78_501 chr1:103221923-103317515 L_COL11A1_3F GTTGTTAACCCAGTTCATCTG 78_501 chr1:103221923-103317515 L_COL11A1_3R GGAATCACGGTTTTTGGAAC 78_501 chr3 :166197226-166260487 M-SI_1F GTCCCATCGTGCATAGTTGT 78_501 chr3 :166197226-166260487 M-SI_1R GCATTGCAGAAGACAACTGG 78_501 chr3 :166197226-166260487 M-SI_2F CATGACTGGATGGCCAATTAC 78_501 chr3 :166197226-166260487 M-SI_2R CCAGAAGTTGCAACAAAGC 78_501 chr3 :166197226-166260487 M_SI_3F CACGCACATCCACAGAAACT 78_501 chr3 :166197226-166260487 M_SI_3R GTGTGGATAAATGAGTCAGATGG 78_501 chr4:64825305-64882812 N-TECRL_1F CTGGCAGTGTTTGTGTCATG 78_501 chr4:64825305-64882812 N-TECRL_1R CCTGTTAAAGCCACAAATGAAC 78_501 chr4:64825305-64882812 N-TECRL_2F TTTTAGGTTGGTCCTTTAGTATACGG 78_501 chr4:64825305-64882812 N-TECRL_2R TGGGGATTTACTTCTTGGATTG 78_501 chr4:64825305-64882812 N_TECRL_3F TCTAGCTGCAGACCAACTCG 78_501 chr4:64825305-64882812 N_TECRL_3R GGTCTTCCCATGGAAACAGTTAG 78_501 chr7:134371537-134423024 O- AGBL3_1F CAGCAACGAATCTTCCCACT 78_501 chr7:134371537-134423024 O- AGBL3_1R GGGCCATTCTGCTATCTCAC 78_501 chr7:134371537-134423024 O- AGBL3_2F CATAGCAAGCCACCAAAATG 78_501 chr7:134371537-134423024 O- AGBL3_2R CTCCTGGGGGAAAATTCG 
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Patient genomische Position Name Sequenz 78_501 chr7:134371537-134423024 O- AGBL3_3F GGAAATATACCCCATTTCATGTTG 78_501 chr7:134371537-134423024 O- AGBL3_3R CATCAGAATTTGATTGTGTGTGTC 245_501 chr10 :96393482-96511062 Q- CYP2C18_1F CGGTGGCTAAGTTTTTCAGG 245_501 chr10 :96393482-96511062 Q- CYP2C18_2F TTTCCTCTGAAGCCACCATT 245_501 chr10 :96393482-96511062 Q_ CYP2C18 _3F GGAGCAGAACTGGAACACCT 245_501 chr10 :96393482-96511062 Q- CYP2C18 _1R GGGTGAAGGTATCCGCTTTC 245_501 chr10 :96393482-96511062 Q- CYP2C18_2R CATTCCATGGGCAATTTCAT 245_501 chr10 :96393482-96511062 Q_ CYP2C18_3R CTTGGTCCCTGACTCACGTAAC 21_501 chr10:34423178-34757809 R-PARD3_1F GCCTCCCTTTCTCAGGAGTC 21_501 chr10:34423178-34757809 R-PARD3_1R AGAAAGTCCAGGACCCCAG 21_501 chr10:34423178-34757809 R-PARD3_2F TGGCTGATCAGTTAAAGAATACC 21_501 chr10:34423178-34757809 R-PARD3_2R CGACATTGTCTAAAGTAACATCCTG 21_501 chr10:34423178-34757809 R-PARD3_3F ATCTCTCCCAATTCCCCTG 21_501 chr10:34423178-34757809 R-PARD3_3R GTTGGGCTCTTTGCATTGTC 553_501 chr22:32288689-32428417 S-LARGE_1F CAATGTCAGTGGCAAAGGTG 553_501 chr22:32288689-32428417 S-LARGE_1R TTCCTGGATCCCCAATAAAC 553_501 chr22:32288689-32428417 S-LARGE_2F CAGGCAAGATATCCTTCCACA 553_501 chr22:32288689-32428417 S-LARGE_2R CGCCTTTGCCTACATTGAAC 553_501 chr22:32288689-32428417 S-LARGE_3F GATTAGGCACTGGTCCTCCA 553_501 chr22:32288689-32428417 S-LARGE_3R TTTAACCCATGCCCTGAATC  
Anhang C: qPCR-Primer ALDH1A2 
Patient genomische Position Name Sequenz 
771-501 chr15:56043964-56082908 1P-F_ RI1-771-ALDH1A2 CTTTTGCCTCCAAGTTCCAG 
771-501 chr15:56043964-56082908 1P-R_ RI1-771-ALDH1A2 GTCTCACCTGCAGGATTTGC 
771-501 chr15:56043964-56082908 2P-F_ RI1-771-ALDH1A2 AGTCAGAAGCACTCCCGAAG 
771-501 chr15:56043964-56082908 2P-R_ RI1-771-ALDH1A2 AGCTTTGTGCTGTGGCAATA 
771-501 chr15:56043964-56082908 3P-F_ RI1-771-ALDH1A2 CAGTGCTACACGGGATGCTA 
771-501 chr15:56043964-56082908 3P-R_ RI1-771-ALDH1A2 GCAGACTCTCTGGTCCCATC  
Anhang D: qPCR-Primer VATER/VACTERL Assoziation 
Patient genomische Position Name Sequenz 424-501 chr1:215945774-216077064 1P-F_SPATA17 ATGGTTTTGATGCAGGAAGG 424-501 chr1:215945774-216077064 1P-R_SPATA17 TGCTTTGTGCTGAGGAGGTA 424-501 chr1:215945774-216077064 2P-F_SPATA17 CCCTTCAGAAAAGAGCCTGA 424-501 chr1:215945774-216077064 2P-R_SPATA17 GCCAATCAGTAAGGCTGGTG 424-501 chr1:215945774-216077064 3P-F_SPATA17 AAAGATGGTGCTGCTGACCT 424-501 chr1:215945774-216077064 3P-R_SPATA17 GGTCATATGCCAAAGCCAAT 424-501 chr1:215945774-216077064 4P-F_SPATA17 TGTTTGCCCTAGATGTGCAG 424-501 chr1:215945774-216077064 4P-R_SPATA17 TCAGGGATCACATTGGGACT 707-501 chr2:241202666-241227781 1P-F_GPR35 CCGACATACCTGTTGGGTTC 707-501 chr2:241202666-241227781 1P-R_GPR35 CAGCCATACAGGCTGGACTT 707-501 chr2:241202666-241227781 2P-F_GPR35 CCTTGGGAGAGATGCTGAGT 707-501 chr2:241202666-241227781 2P-R_GPR35 TGACCCAATAACCCCACTTC 
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Patient genomische Position Name Sequenz 707-501 chr2:241202666-241227781 3P-F_GPR35 AGACCCGCATCTACATGACC 707-501 chr2:241202666-241227781 3P-R_GPR35 AGGTAGATGCCCTGGGAGAG 415-501 chr8:145012210-145132100 1P-F_EPPK1 ATGGCCTCAGAGAAGAGCAG 415-501 chr8:145012210-145132100 1P-R_EPPK1 GGACCCCCATTCATCAAGTA 415-501 chr8:145012210-145132100 2P-F_EPPK1 CACTCTCTCCTGCCCTTCAG 415-501 chr8:145012210-145132100 2P-R_EPPK1 CGCAGAGAAGGACTCAGGAC 415-501 chr8:145012210-145132100 3P-F_EPPK1 GCTCTGCCGTGAAGTATTCC 415-501 chr8:145012210-145132100 3P-R_EPPK1 GGGGAGCTGGTCTACACTGA 415-501 chr8:145012210-145132100 4P-F_EPPK1 AGAGCCCATTGTCACAGTCC 415-501 chr8:145012210-145132100 4P-R_EPPK1 AGCTGGCTGAGAACACCAGT 895-501 chr13:99598304-99608944 1P-F_PCCA GACTGGCCGGGTTATGTAAG 895-501 chr13:99598304-99608944 1P-R_PCCA CCTTCTGATGTCCTTCAATGC 895-501 chr13:99598304-99608944 2P-F_PCCA GGATGAGGCTGTCTGTGTTG 895-501 chr13:99598304-99608944 2P-R_PCCA TCATTCAGACTCACAGCTTGG 895-501 chr13:99598304-99608944 3P-F_PCCA CAGGTTATGGATTCCTTTCAGA 895-501 chr13:99598304-99608944 3P-R_PCCA CCACATTTACAAAGCCATGC 391-501 chr8:62342019-62369981 1P-F_CLVS1 TTGTTCACAGTGGGAATGGA 391-501 chr8:62342019-62369981 1P-R_CLVS1 TTACTCTGGCCATGGGCTAT 391-501 chr8:62342019-62369981 2P-F_CLVS1 GGGAAAGCTAGGCTCCGTAT 391-501 chr8:62342019-62369981 2P-R_CLVS1 ATCCCCTATTCTGGCAGGTT 391-501 chr8:62342019-62369981 3P-F_CLVS1 TCAGATTTGGAAGGCGAGAT 391-501 chr8:62342019-62369981 3P-R_CLVS1 AGCCTGGCAGAATGGAGTTA  
Verwendete Oligonukleotide für die Sanger Sequenzierung Die DNA-Amplifikation erfolgte nach den PCR-Reaktionsansätzen (Kapite 3.2.7.1) und -bedingungen (Kapitel 3.2.7.2) für die jeweils verwendete Taq. Für abweichende PCR-Reaktionsbedingungen ist die spezifische Annealing-Temperatur bzw. Elongationszeit primerspezifisch entsprechend aufgeführt.  
Anhang E: Primer und Reaktionsbedingungen für ALDH1A2 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 1F-ALDH1A2 1 GCCCCAGCTTGACACCTG 311 TD100 VWR SE50 1R-ALDH1A2 CCCTCACCCGCTGAAGAG 
2 2F-ALDH1A2 2-3 TTCCTAAATTGGCGTTGAGTC 1271 TD100 VWR SE50 
3R-ALDH1A2 TACCATCCCCTCTGGTTCTG 
4 4F-ALDH1A2 4 ATTCCATTTCTCAGCAGGGGTC  807 TD100 VWR SE50 
4R-ALDH1A2 ATTAAGTGGCATGCCCCTGTAC 
5 5F-ALDH1A2 5 GCAGCCACCAAAGTTCTCC 230 TD100 VWR SE50 
5R-ALDH1A2 AACACACATCGCTGAGGACC 
6 6F-ALDH1A2 6-7 TCACAGTGGGATTTCTTTTGG 745 TD100 VWR SE50 
7R-ALDH1A2 CCTTTGTGGGCTTGGGTAC 
8 8F-ALDH1A2 8 TGATGACAAGAGCTGGGTTG 468 TD100 VWR SE50 
8R-ALDH1A2 AACATCACAGATTCAAAATGGC 
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Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
9 9F-ALDH1A2 9 GAACTAGTTGCATTCCCAATCCA 492 TD100 VWR SE50 
9R-ALDH1A2 CTCTCTGGCTCCATTTCCAGC 
10 10F-ALDH1A2 10 TTAGCCAGTGTCTCCATCATTTTG 676 TD100 VWR SE50 
10R-ALDH1A2 GCACATAGCATGTCACCTGGC 
11 11F-ALDH1A2 11-12 TGGAATCAAGTGATGCTGGAG 1067 TD100 VWR SE50 
12R-ALDH1A2 AGGACCCGAGCAGTCAAAAT 
13 13F-ALDH1A2 13 ATGAACATCCCAGGACTTGC 368 TD100 VWR SE50 
13R-ALDH1A2 TGTACCCAGCTGGTTTGCTT 
PolyA 
13-F-PolyA-ALDH1A2 
PolyA 
TGAATGCTGCCCTCCTGTAG 
273 TD100 VWR SE50 
13-R-PolyA-ALDH1A2 TGCTCAGTTACCCAAGAGGG  
Anhang F: Primer und Reaktionsbedingungen für rs3208837 (TTLL3) 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 
1F-ALDH1A2 
11 
GGGCTAGCAATTCCTGGAGCT 
515 60 °C / 1 min VWR SE50 
1R-ALDH1A2 ATCCCACTCCCAGAGATTGGG  
Anhang G: Primer und Reaktionsbedingungen für CYR61 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 1F-CYR61 1-3  ACACCAGCTTGTTGGCGTCT 1452 59 °C / 2:30 min VWR SE50 
3R-CYR61 CGACACAAACAGGCTCAAGC 
2 3F-CYR61 3-5 GAGTTTCAGGCGGTGGTTTG 1288 59 °C /2:30 min VWR SE50 
5R-CYR61 AGTCCCATCACCCACACCAC  
Anhang H: Primer und Reaktionsbedingungen für WIZ 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 WIZ-2F2 2 GGGAAACTGAGGCAGATTCCC 409 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-2R2 CTGCGCTGGGTGACTTGACT 
2 WIZ-3F 3 GCACTTCCTTGCAGCTGCTG 2270 TD100+4 VWR --- 
WIZ-3R TCTCTCAGGAGCAGAGGCCC 
 WIZ-3R2* 3 CTGAGCAGGCTCTCGCTGG --- --- --- SE50 
 WIZ-3F2* GAGCCTTTTGGAGGCAGCAG 
 
WIZ-3R3* 3 CAGGTCCGCAGGGGGCTC --- --- --- SE50 
 
WIZ-3F3* AGCATCCACCCCCTACTCCT 
3 WIZ-4F 4 GGTGAAGCCCTGAATATGGG 511 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-4R TGCTTCCAGGAAAGCTGAGC 
4 WIZ-5F 5 GCCTGGGTGAGTGGGACTC 667 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-5R ACAGCCCAACCTGAGGTCC 
5 WIZ-6F 6 CCAGCCGACCAGGACACTC 711 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-6R ACTCTGGATACCCCCAAGGG 
6 WIZ-7F 8 CCCTACCCTGGATCCCCTG 632 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-7R GTCAGTGTGCACGCTTGTGG 
7 WIZ-8F 8-9 CAGGGCCATCTGGGTGCAC 1008 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-9R CCCAGCTTCCACCAAACCCT 
8 
WIZ-10F 
10 
AGCAGCAGGTGTGCCCAGG 
374 TD100+4 VWR SE50 
WIZ-10R GCCGGTTTGAGGTTTTGGCTT 
* ausschließlich Sequenzierungsprimer  
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Anhang I: Primer und Reaktionsbedingungen für SNP29 und CRKL 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 1F-SNAP29 1 AAGGAGTTCGCGCGACGAC 556 58 °C / 1 min VWR SE50 
1R-SNAP29 GATTTCTGGGGTAAACTGCCCT 
2 2F-SNAP29 2 TACCCGTCTCCAGATGTGCC 421 60 °C / 1 min VWR SE50 
2R-SNAP29 GGTTGTTGGATCCCTTCATGG 
3 3F-SNAP29 3 GTTTGGCACAGAGGAGGCAT 305 57 °C / 1 min VWR SE50 
3R-SNAP29 CCCCAGAGAGGTTGCCACT 
4 4F-SNAP29 4 GGATAGCCTCAGAACCAACCC 329 63 °C / 2:30 min VWR SE60 
4R-SNAP29 TGAGGGAACTGAAGCTGGAGG 
5 5F-SNAP29 5 CAGGCAACACAGATCCCTGTC 520 60 °C / 1 min VWR SE50 
5R-SNAP29 CAGGGCCAGGCTACTGTGC 
6 1F2-CRKL 1 CTCGAGGTGTGCGAGAGGC  418 59 °C / 1 min VWR SE50 
1R2-CRKL TCGACAGACCCGGTTCTCG 
7 2F-CRKL 2 CGACAAGAGCAAAACTTGTCTC 713 58 °C / 1 min VWR SE50 
2R-CRKL CATCCAGTGCTCTAATTCCATG 
8 
3F-CRKL 
3 
GTATGGGCCCTTTGGATAAGG 
367 59 °C / 1 min VWR SE50 
3R-CRKL TGCGACTGCCAGTCTGCAG  
Anhang J: Primer und Reaktionsbedingungen für ausgewählte Gene der WNT- und FGF-Signalwege 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 FGFR2-2F 2 GGGAAGATTCCCTGACTCG 416 TD100 VWR SE50 
FGFR2-2R TCTGGTGCTCTTAGAAGCCC 
2 FGFR2-3F 3 GGGAGAGGTGGATGCCTG 571 TD100 VWR SE50 
FGFR2-3R TTTCTGGTGCACCAGGTCC 
3 FGFR2-4F 4 GGGTTCCTGGGTTGTTGAC 284 TD100 VWR SE50 
FGFR2-4R AGCATGGCGCAGAAGAGTC 
4 FGFR2-5F 5 TCATGGAGGGGAAGCTGTC 474 TD100 VWR SE50 
FGFR2-5R AAACCCCGTCTCTGCTACAG 
5 FGFR2-6F 6-7 TACCTTTCTTGCCTCCTTCAG 551 TD100 VWR SE50 
FGFR2-7R CTGTACCCTTTTCACCTGCC 
6 FGFR2-8F 8 TGAGGCTTTTCTGGCATGAG 356 TD100 VWR SE50 
FGFR2-8R CAAACCCATGAAGGAGACCC 
7 FGFR2-9F 9 TGCCGCTGTTTAGACGTAATG 353 TD100 VWR SE50 
FGFR2-9R TGCCTGCAGTCTCCCAAAG 
8 FGFR2-10F 10 ACGCCTTGTGGTTCCACAG 331 TD100 VWR SE50 
FGFR2-10R TTATGCAAGGATAAAAGGGGC 
9 FGFR2-11F 11 TTCCTTTGGTTGTGCTATGATG 443 TD100 VWR SE50 
FGFR2-11R AACACTAACTGGGTGACCGC 
10 FGFR2-12F 12 GATTCGATACTCTGGCTGGG 364 TD100 VWR SE50 
FGFR2-12R CTCCTGCTGACATCATCACAC 
11 FGFR2-13F 13 ACTCCATGCTTTAGTAAGCCG 369 TD100 VWR SE50 
FGFR2-13R CGAAAACTTCTCAACCCCTAG 
12 FGFR2-14F 14 AGGCCTTTGTCCCTTCCTC 368 TD100 VWR SE50 
FGFR2-14R TGGGAGCAGGATCTGGAAG 
13 FGFR2-15F 15 GAATTGCCCAAGGGGAGAC 350 TD100 VWR SE50 
FGFR2-15R GGCTTGATCTAGCAAATGAGC 
14 FGFR2-16F 16 CCCGGCCACACTGTATTTC 370 TD100 VWR SE50 
FGFR2-16R ATCCCACCCAGCTCTCAAC 
15 FGFR2-17F 17 TGGTCCTCATTGGGACTGAT 274 TD100 VWR SE50 
FGFR2-17R AGTATTTTTGCAGCTCAAGCC 
16 FGFR2-18F 18 AGGAACTGCAGGAGGGCC 372 TD100 VWR SE50 
FGFR2-18R ATGTTTAGGAAACCAGGGGC 
158    Anhang  
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
17 FGFR2-19F 19 AGTGCCTTTCGGAGGAACTG 391 TD100 VWR SE50 
FGFR2-19R CTCCAACCAACAGCCAACAG 
18 FGFR2-20F 20 GTGGCCTGTGCTGGATAAAG 651 TD100 VWR SE50 
FGFR2-20R TTTCAGTATCAACGGACCCAC 
19 FGFR2-21F 21 GTGGGCTGGGTCTCTGTTC 447 TD100 VWR SE50 
FGFR2-21R CTGGGAGGCATGGTCTCC 
20 FGF10-1F 1 GTTGGTGCATTCACTTCTGG 633 TD100 VWR SE50 
FGF10-1R GTTGGGGGGTGAATTAGTGT 
21 FGF10-2F 2 GCCGGGTTTTAAGACACATTG 452 TD100 VWR SE50 
FGF10-2R GAATTGGAAGAGCTGCTTTGC 
22 FGF10-3F 3 TCTGGATGGCTTGTATCAAATG 370 TD100 VWR SE50 
FGF10-3R CGTGTCTTTGCCTTTCAATCT 
23 WNT5A-2F 2 GCTTCAGCTCCGGTTCACTG 294 TD100 VWR SE50 
WNT5A-2R TGGAGTTCCAGCTTCTTCAGG 
24 WNT5A-3F 3 AACTCACGGAGGAGAAGCG 479 TD100 VWR SE50 
WNT5A-3R TTTCCCATTCCCTAGGAGCT 
25 WNT5A-4F 4 ACTTTGTCATGAGGACAAGCAG 490 TD100 VWR SE50 
WNT5A-4R GAAGGCATCCTCCTTCATGC 
26 WNT5A-5F 5 CCCCTCCATCTCTACCTTGC 631 TD100 VWR SE50 
WNT5A-5R GACGGGAACAGGATGAGGAG 
27 WNT5A-6F 6 ACAGTCCTTAATTCAGCTGGG 967 TD100 VWR SE50 
WNT5A-6R ACCTACCCATCCCATATGATG 
28 WNT3A-1F2 1 CCGCAGGAGGGCCCAGCG 290 TD100 VWR SE50 
WNT3A-1R2 TGGAGCAGAAGGGCGCGGG 
29 WNT3A-2F 2 ATGGTGGAAGCTGCGTCTC 500 TD100 VWR SE50 
WNT3A-2R GTAAGCGGGAAGGACCCC 
30 WNT3A-3F 3 TTTGCCTTATACACCACCCAAC 519 TD100 VWR SE50 
WNT3A-3R TCGAGAAGACCCTCAGCCTG 
31 WNT3A-4F 4 GCTTTATGGAGCAGGTAGGCT 1554 TD200 VWR SE50 
WNT3A-4R GTCAGGTGGGTGGTCAAACC 
32 WNT11-1F 1 CCGACCCCTCCTTTGTAATTT 413 TD100 VWR SE50 
WNT11-1R AGGAAACAGAGGCTGAGGGA 
33 WNT11-2F 2 CAGGAGGCAAAGTCCATTGAG 439 TD100 VWR SE50 
WNT11-2R CCATCCCTCCATCTAAACACAC 
34 WNT11-3F 3 TCTCAATGGCCCTAGTGCC 562 TD100 VWR SE50 
WNT11-3R AGGATGAGGATGGTGCGAG 
35 WNT11-4F 4 CAGCAGGCAGTGACTCCCT 527 TD100 VWR SE50 
WNT11-4R GAGCAGGGTCTCCATTCCC 
36 WNT11-5F 5 TAAGAAGGGCTGAGTCGGTG 671 TD100 VWR SE50 
WNT11-5R CCGCAGAACATTCTGAAGAAG 
37 DACT1-1F2 1 GCAGCCCTAGCGCCCTGCT 452 TD100 VWR SE50 
DACT1-1R2 AACAGCCGTGCTCCACCTTC 
38 DACT1-2F 2  CTCAGTCCATTTTTCTTGTCCC 547 TD100 VWR SE50 
DACT1-2R CTGCACTGGAAACAAACTCCAT 
39 DACT1-3F 3 AGGACACCAAAGTCCAATGAAT 508 TD100 VWR SE50 
DACT1-3R TAACCAAGTAGCACCCAAAGG 
40 DACT1-4F 4 TCCTTGGCAATCTCTTTTTACC 2166 TD200 VWR SE50 
DACT1-4R TTCCATTAAAGGCACTAGCATC 
41 1F-T_Gen 1-2 
GGGAAGGTGGATCTCAGGTAG 
1202 58 °C / 3 min Roche SE50 
2R-T_Gen GAAGGCTGTGGCAGTTTCTC 
42 3F-T_Gen 3-5 
CCAGAGGACTTTCTGCATCC 
1513 58 °C / 3 min Roche SE50 
5R-T_Gen GCAGAGGTTAGATGGGCAAC 
43 6F-T_Gen 6 
TTGTGAGGCAGACTGTGTCC 
684 58 °C / 1:30 min VWR SE50 
6R-T_Gen GCAGTGGCGGAGACATAAAT 
Anhang 159  
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
44 7F-T_Gen 7 
TCTTGCCCCTGATAACCATG 
468 58 °C / 1:30 min VWR SE50 
7R-T_Gen GCAATCCCTGGGCATAGCT 
45 
8F-T_Gen 
8 
CACTCCGAATGGGATTTCTG 
464 58 °C / 1:30 min VWR SE50 
8R-T_Gen CCTGAGACTGCCACTGGGTA  
Anhang K: Primer und Reaktionsbedingungen für CHRM3 
Produkt Primer Exon Sequenz Größe PCR Taq CS 
1 CHRM3-Ex5-1-F 5 GGCCTTCCATGTCTTTTAACG 496 59 °C / 1 min Qiagen SE50 
CHRM3-Ex5-1-R TGTAGGTCGTAAACAGATTCATTG 
2 CHRM3-Ex5-2-F 5 GACCATCATCGGCAACATC 558 59 °C / 1 min Qiagen SE50 
CHRM3-Ex5-2-R CCAGCAAGCTCTTTGGTACG 
3 CHRM3-Ex5-3-F 5 CGGGAGAGTGCTTCATTCAG 494 59 °C / 1 min Qiagen SE50 
CHRM3-Ex5-3-R CTTGGTGGAGTTGAGGATGG 
4 CHRM3-Ex5-4-F 5 TTGGAACAACAATGATGCTG 500 58 °C / 1 min Qiagen SE50 
CHRM3-Ex5-4-R TGATGATGAAGGCAAGCAAG 
5 
CHRM3-Ex5-5-F 
5 
TCTGGCCAAGAGGTTTGC 
491 58 °C / 1 min Qiagen SE50 
CHRM3-Ex5-5-6 CCATTTTTATCATCACCAGAAGTC   
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Hiermit versichere ich an Eides statt, dass 1. die vorgelegte Arbeit – abgesehen von den ausdrücklich bezeichneten Hilfsmitteln – persönlich, selbständig und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt wurde, 2. die aus anderen Quellen direkt oder indirekt übernommenen Daten und Konzepte unter Angabe der Quelle kenntlich gemacht sind, 3. die vorgelegte Arbeit oder ähnliche Arbeiten nicht bereits anderweitig als Dissertation eingereicht worden ist bzw. sind, sowie eine Erklärung über frühere Promotionsversuche und deren Resultate, 4. für die Erstellung der vorgelegten Arbeit und/oder die Gelegenheit zur Promotion keine fremde Hilfe, insbesondere keine entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionsberatern / -vermittlern oder anderen Personen) in Anspruch genommen wurde.  _________________________ Bonn, 25.04.2013 
